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Priifung einiger Alkaloide auf eine Mitosegiftwirkung 
Von 
Hans Lettré und Marianne Albrecht 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Géttingen und aus dem Allgemeinen Institut gegen die 
Geschwulstkrankheiten im Rudolf Virchow-Krankenhaus Berlin) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Juli 1944) 


Im Jahre 1934 berichtete Dustin‘) iiber die hemmende Wirkung 
des Colchicins auf die Kernteilung; dieser Befund war der Ausgangs- 
punkt unserer Untersuchungen iiber die Abhingigkeit der Mitosegift- 
wirkung von der Konstitution?). Durch Variation des Molekiils des 
Colchicins haben wir eine Reihe von wirksamen Derivaten und von 
synthetischen Stoffen mit gleicher Wirkung gefunden’). Die vorliegende, 
seit 1940 neben unseren anderen Arbeiten durchgefiihrte Untersuchung 
geht von folgender Fragestellung aus: Gibt es unter den Alkaloiden 
weitere Vertreter mit der Wirkung des Colchicins und bestiitigen sich 
bei diesen die strukturellen Beziehungen, die am Colchicin und davon 
abgeleiteten Substanzen gefunden wurden ? 

Aus den Untersuchungen am Colchicin hatte sich die Notwendig- 
keit einer geeignet substituierten «, 8-Diphenyl-ithylamingruppierung 
(Stilbylamin-gruppe) fiir die Mitosegiftwirkung ergeben. Eine Reihe 
von Alkaloiden enthalten diese Gruppierung in ihrem Molekiil eingebaut 
und so lassen sich unter diesem Gesichtspunkt die Alkaloide in zwei 
Gruppen mit und ohne Beziehung zur Stilbylamingruppe einteilen. 
Von der Gruppe ohne strukturelle Beziehung zum Stilbylamin haben 
wir bisher 25 Vertreter untersucht; diese Untersuchungen sollen noch 
ausgedehnt und spiter ausfiihrlicher mitgeteilt werden: Unter diesen 
Stoffen, z. B. Brucin, Cephaelin, Chinin, Cinchonin, Lobelin, Lupinin, 
Mescalin, Nicotin, Scopolamin, Strychnin, Veratrin, hat sich bisher 
kein Mitosegift gefunden. 

Die Alkaloide mit der Stilbylamin-gruppe lassen sich vier ver- 
schiedenen Typen zuordnen: 1. dem Colchicintyp (I), 2. dem Papaverin- 
typ (II), 3. dem Berberintyp (III) und 4. dem Chelidonintyp (IV). In 
den Formeln ist die Stilbylamingruppe hervorgehoben. 


1) Dustin, Bull. Acad. Méd. Belg., Brux. 14, 487 (1934). 
2) Siehe auch Brues u. Cohen, Biochemical J. 30, 1363 (1936); Ludford, 


Arch, exp. Zellforsch. 18, 411 (1936). 
3) Lettré, Albrecht u. Fernholz, Naturw. 29, 390 (1941), H. 278, 175 
). 
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Neben dem Colchicin kénnen dem ersten Typus die Alkaloide der 
Aporphingruppe zugerechnet werden, von denen uns die natiirlich vor- 
kommentden wie Glaucin, Dicentrin und Bulbocapnin nicht zur Ver- 
fiigung standen. Lediglich Apomorphin (V) konnte untersucht werden. 
Es zeigte in der Dosis von 75 y/ccm keine Wirkung auf das Wachstum 
von Hiihnerherzfibroblasten. 

Von der zweiten Gruppe der Benzylisochinolin-alkaloide wurde 
zunachst Papaverin (VI) untersucht, das jedoch keine Mitosegiftwirkung 
zeigte. In der Annahme, daB die Wirkungslosigkeit auf dem Vorliegen 
des nicht hydrierten Isochinolinsystems beruhe, wurden Tetrahydro- 
papaverin und Laudanosin (VII) untersucht, ohne daB auch mit diesen 
Stoffen eine Wirkung beobachtet werden konnte. Von Alkaloiden aus 
dieser Gruppe, die wir dem liebenswiirdigen Entgegenkommen von 
Herrn Prof. Schépf-Darmstadt verdanken, wurden weiter Pavin, 
Laudanin, Laudanosolin und substituierte Laudanosine, Chlor- und 
Amino-laudanosin (VII) untersucht; keiner dieser Stoffe zeigte eine 
Wirkung. 

Wie schon friiher mitgeteilt*), haben wir im Narcotin (VIII) das 
zweite Alkaloid mit einer Mitosegiftwirkung gefunden. Man bendtigt 
von ihm im Vergleich zum Colchicin hohe Dosen, erst mit 25 y/cem ist 
eine Mitosehemmung zu beobachten. Narcein (IX) und das dem Nar- 
cotin so nahe verwandte Hydrastin (VIII) erwiesen sich als unwirk- 
sam. Bei dieser Sonderstellung des Narcotins erschien es notwendig, 
die Frage zu priifen, ob wirklich das Narcotin selbst oder aber eine et- 
waige Beimengung die Wirkung bedinge. Es wurden daher vier Narcotin- 
priparate verschiedener Herkunft untersucht und ein Narcotinpraparat 
durch Kristallisation in mehrere Fraktionen zerlegt, die aber alle gleiche 
Wirkung zeigten. Es hat den Anschein, als ob das Narcotin selbst ein 
Mitosegift ware. Nach den Erfahrungen auf anderen Gebieten, daB eine 
physiologische Wirkung scheinbar einheitlicher Stoffe nur durch einen 
Begleitstoff bedingt ist, kénnen wir einen Zweifel nicht unterdriicken 
— nicht an der Tatsache, daB die von uns untersuchten Narcotin- 
praparate eine Mitosegiftwirkung zeigen —, daB nur eine Beimengung 


4) Lettré u. Albrecht, Naturw. 30, 184 (1942), 
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die Wirkung verursacht. Da méglicherweise dem Narcotin andere Opium- 
alkaloide beigemengt sein kénnten, wurden auch Morphin, Codein und 
Thebain untersucht, die man, voralleminder Schreibweise nach W. Awe, 
auch in die Gruppe der Benzylisochinolinalkaloide zihlen kann. Die 
drei Alkaloide waren ohne Wirkung auf dié Mitose. Ebenso zeigten 


Diacetyl-morphin und Rhoeadin, das Alkaloid des einheimischen Mohns, 
keine Mitosegiftwirkung. 


1D 
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Die dritte Gruppe der Berberinalkaloide enthielt unter den unter- 
suchten Vertretern kein Mitosegift. Berberin (X), Tetrahydroberberin, 
16, 17-Dihydrodesoxyberberin, Palmatiniumnitrat, Jatrorrhizinium- 
chlorid, Tetrahydrojatrorrhizin und Norcoralydin waren ohne Wirkung. 

Die Untersuchung der vierten Gruppe, der Chelidoniumalkaloide, 
wurde zunichst durch einen aiuS8eren AnlaB begonnen. Ende Mai 1943 
schrieb Herr Th. Busch aus Posen dem einen von uns, daB in Lettland 
Tee aus Schéllkraut (Chelidonium majus) als Volksmittel bei Tumoren 
verwendet werde und fragte an, ob das Schéllkraut Mitosegift enthalte. 
Die Untersuchung des Hauptalkaloids des Schéllkrauts, des Chelidonins 
(XI), deckte dessen Mitosegiftwirkung auf; es ist bis zu Dosen von 
1 y/eem wirksam, also 100mal schwicher wirksam als Colchicin, aber 
25mal stirker als Narcotin. Es entspricht in seiner Wirksamkeit dem 
synthetischen 3-Phenyl-tetrahydro-isochinolin-derivat der Formel XII, 
dessen Wirksamkeit schon friiher®) beschrieben wurde und das in seinem 
Aufbau mit dem Chelidonin groBe Ahnlichkeit zeigt. Im Schéllkraut 
ist das Chelidonin vom Homochelidonin begleitet, das ein C-Atom mehr 
besitzt. An Stelle einer Dioxymethylengruppe sind zwei Methoxyle 
vorhanden, jedoch ist bisher nicht entschieden, welche der beiden Di- 
oxymethylengruppen umgewandelt ist. Homochelidonin zeigte eine 
Wirksamkeit in der gleichen GréBenordnung wie Chelidonin. Die anderen 
Begleitalkaloide, Chelerythrin und Sanguinarin, zeigten keine Mitose- 
giftwirkung; sie sind die Dehydrierungsprodukte von Chelidonin und 
Homochelidonin®). Winterstein’) hat aus den Mutterlaugen der 
Chelidonind; -tellung ein Nebenalkaloid, ein Methoxychelidonin, in 
kleinen Meny.un isoliert. Herr Prof. Winterstein-Freiburg hatte die 
Liebenswiirdigkeit uns von dem kostbaren Priaparat einige Milligramme 
zu tiberlassen. Es erwies sich als ein Mitosegift, jedoch schwacher wirk- 
sam als Chelidonin, so daB dieses Hauptalkaloid zugleich der Haupt- 
trager der Mitosegiftwirkung ist. 

Das Schollkraut wird auch als ,,Warzenkraut‘‘ bezeichnet und sein 
gelber Saft als Volksmittel zum Vertreiben von Warzen verwendet. 
Nach den Erfahrungen von H. Brodersen®) iiber die Wirksamkeit 
des Colchicins auf auBere Tumoren wiirde diese Wirkung des Cheli- 
doniumsaftes sich durch die Mitosegiftwirkung seiner Alkaloide deuten 
lassen. In der neueren Krebsliteratur sind keine Angaben iiber die Wir- 
kung von Chelidonium auf Tumoren zu finden, jedoch ist die Verwendung 
der Chelidoniumextrakte als Volksmittel gegen Krebs schon Gegenstand 
einer Reihe von klinischen Nachpriifungen gewesen, die positive und 
negative Ergebnisse verzeichnen. Eine Zusammenstellung dieser meist 


5) Lettré, Die Pharmazeutische Industrie 9, 127 (1942); Lettré u. De- 
litzsch, H. 281, 189 (1944). 

8) r die Konstitution der Chelidoniumalkaloide siehe v. Bruchhausen 
u. Bersch, B. 68; 2520 (1930); Spath u. Kuffner, B. 64, 370 (1931). 
7) Arch. Pharmaz. 262, 589 (1924). 
8) Strahlentherapie 78, 196 (1943). 
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alteren Untersuchungen findet man bei Stickl®), der auch experimen- 
telle Untersuchungen mit Chelidoniumalkaloiden durchgefiihrt hat. 
Nach den hier geschilderten Ergebnissen erscheint eine erneute Priifung 
der Chelidoniumalkaloide erwiinscht, zumal das Chelidonin giinstige 
pharmakologische Eigenschaften besitzt. 

Unter den bisher untersuchten Alkaloiden mit Beziehung zur Stil- 
bylamingruppe haben sich zwei weitere Alkaloidtypen mit einer Mitose- 
giftwirkung finden lassen: einmal das schwach wirksame Narcotin als 
Einzelfall in der Gruppe der Benzyl-isochinolinalkaloide, zum andern 
das Chelidonin und damit verwandte Alkaloide. Nach den bisherigen 
Erfahrungen ist nicht zu entscheiden, ob die Unwirksamkeit der Alka- 
loide etwa der Berberingruppe durch die besondere Art des Einbaus der 
Stilbylamingruppe in das Molekiil bedingt ist~oder ob die besondere 
Art der Substituenten den Ausschlag gibt. In der vorangehenden Arbeit 
wurde ein Unterschied zwischen zwei orthostindigen Methoxylen und 
einer Dioxymethylengruppe im Einflu8 auf die Wirksamkeit festgestellt. 
Eine endgiiltige Entscheidung, welche Faktoren bei der Wirksamkeit 
oder Nichtwirksamkeit von Alkaloiden maBgebend sind, wird sich erst 
durch die Darstellung entsprechend substituierter Alkaloide herbei- 
fiihren lassen. Es ist denkbar, daB in ihrer natiirlichen Form unwirk- 
same Alkaloide durch geeignete Substitution wirksam gemacht werden 
kénnen. Parallel mit diesen Arbeiten wird die Untersuchung weiterer 
Alkaloide durchgefiihrt. Die bisherigen Untersuchungen zeigen, dal 
unter 25 Alkaloiden ohne Beziehung zur Stilbylamingruppe sich kein 
Mitosegift findet, daB unter 30 Alkaloiden und Derivaten mit Beziehung 
zum Stilbylamin sich 4 Mitosegifte finden. Die Notwendigkeit dieser 
Gruppierung fiir die Mitosegiftwirkung findet damit erneut ihre Be- 
stitigung; weiter zu analysieren bleibt die Frage, warum nicht die 
meisten Alkaloide mit dieser Gruppierung wirksam sind. Vom Ausgangs- 
punkt Colchicin fiihrt eine kontinuierliche Kette wirksamer synthe- 
tischer Verbindungen zum Chelidonin. Wire die Feststellung der Mitose- 
giftwirkung des Chelidonins der Ausgangspunkt unserer Untersuchungen 
gewesen, so hitten wir zu den gleichen synthetischen Produkten und 

schlieBlich zum Colchicin kommen miissen. 

i Fiir die Uberlassung von Alkaloiden haben wir den Herren Prof. Schépf- 
Darmstadt, v. Bruchhausen- Braunschweig, Feist-Géttingen, Winterstein- 
Freiburg, Herrn Doz. Dr. Awe, Breslau, sowie der Firma E. Merck-Darmstadt 
zu danken, durch deren Unterstiitzung die Durchfiihrung dieser Untersuchung 
moglich war. Zur Erweiterung unserer Kenntnisse werden diese Priifungen der 


Alkaloide fortgesetzt und wir waren allen Fachgenossen fiir die Uberlassung von 
Proben (10—50 mg) seltenerer Alkaloide sehr verbunden. 


Ergebnisse der Versuche 


Die Zahlen bedeuten die Menge des Stoffes in y pro cem Kulturmedium. 

Apomorphin: 75 kein Unterschied gegeniiber der Kontrollkultur. 

Papaverin: 66 schwaches Wachstum der Versuchskultur. 33 gutes Wachs- 
tum der Versuchskultur, Verfettung der Zellen. 


®) Virchows Arch. f. path. Anatomie 270, 801 (1929). 
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Tetrahydropapaverin: 240 geringes Wachstum der Kulturen, Vakuoli- 
sierung des Zellplasmas. 120 Wachstum geringer als der Kontrollkultur, Vakuoli- 
sierung des Plasmas. 60, 30 Wachstum wie Kontrollen, bei 30 Vakuolisierung ge- 
rade noch zu beobachten. 

Laudanosin: 160 Wachstum geringer als der Kontrollkulturen, Vakuolisie- 
rung des Zellplasmas. 80 gutes Wachstum, Vakuolisierung. 40°ohne Unterschied 
gegen die Kontrollkultur. 

Pavin: 80 gutes Wachstum, starke Vakuolisierung. 40 gutes Wachstum, 
leichte Vakuolisierung, 20 gutes Wachstum, fast keine Vakuolisierung. 

Laudanin: 95 gutes Wachstum, starke Vakuolisierung. 

Laudanosolin: 150 Wachstum schwiacher als der Kontrollkultur, 75 ohne 
Unterschied gegeniiber der Kontrollkultur. 

Chlorlaudanosin: 110schwaches Wachstum der Versuchskulturen, 55 gegen- 
iiber der Kontrollkultur etwas geringeres Wachstum, leichte Vakuolisierung. 

Aminolaudanosin: 50 schwaches Wachstum der Versuchskulturen, 
25 ohne Unterschied gegen die Kontrollen. 

Narcotin: 1200, 600 schwaches Wachstum der Versuchskulturen, starke 
Mitosehemmung. 60 gutes Wachstum der Kulturen, deutliche Mitosehemmung. 
40 ebenso. 25 Mitosehemmung noch zu beobachten. 12 ohne Unterschied gegen 
die Kontrollkulturen. 

Narcein: 75 Wachstum geringer als der Kontrollkulturen. 37 ohne Unter- 
schied gegen die Kontrollen. 

Hydrastin: 150 gutes Wachstum, geringere Zelldichte. 100 ohne Unter- 
schied gegen die Kontrollen. 

Morphin: 200, 100, 50 gutes Wachstum der Kulturen, Vakuolisierung. 
25 ohne Unterschied gegen die Kontrollen. 

Codein: 450 etwas schwicheres Wachstum als Kontrollen, Vakuolisierung, 
50 gutes Wachstum, leichte Vakuolisierung, 25 ohne Unterschied gegen die Kon- 
trollen. 

Thebain: 150 gutes Wachstum, geringere Zelldichte, Vakuolisierung. 
75 Grenze der Vakuolisierung. 

Diacetylmorphin: 140, 70 gutes Wachstum, Vakuolisierung. 

Rhoeadin: 90, 45 ohne Unterschied gegen die Kontrollen. 

Berberin: 45 ganz gutes Wachstum der Kulturen, Zellen fettreich. 22 gutes 
Wachstum der Kulturen, leichte Verfettung der Zellen. 

Tetrahydroberberin: 90 geringes Wachstum der Kulturen. 45 etwas ge- 
ringeres Wachstum gegen die Kontrollkulturen, leichte Verfettung der Zellen. 

16,17-Dihydro-desoxy-berberin: 100 Wachstum geringer als der Kor- 
trollen. 50 kein Unterschied gegen die Kontrollen. 

Palmatiniumnitrat: 110 kaum Unterschied gegen die Kontrollkulturen, 
leichte Verfettung der Zellen. 

Jatrorrhiziniumchlorid: 180 gutes Wachstum, leichte Verfettung der 
Zellen. 90 ohne Unterschied gegen die Kontrollkulturen. 

Tetrahydro-jatrorrhizin: 90 geringeres Wachstum als die Kontrollen, 
Verfettung der Zellen. 45 ohne Unterschied gegen die Kontrollen. 

Norcoralydin: 120schwaches Wachstum der Kulturen. 60 geringeres Wachs- 
tum als Kontrollen, leichte Vakuolisierung. 30 ohne Unterschied gegen dieKontrollen. 

Chelidonin: 12 geringes Wachstum der Kulturen. 2,5 starke Mitosehem- 
mung. 1,2 leichte Mitosehemmung. 1 Grenze der Mitosehemmung. 

Homochelidonin: 16 geringes Wachstum, starke Mitosehemmung. 1,6 bis 
1 leichte Mitosehemmung. 0,8 ohne Unterschied gegen die Kontrolle. 

Sanguinarin: 12 kein Wachstum der Kulturen. 6 schwaches Wachstum 
der Kulturen. 3 gutes Wachstum, leichte Vakuolisierung. 

Chelerythrin: 60 kein Wachstum. 12 geringeres Wachstum als Kontrollen, 
starke Vakuolisierung. 6 gutes Wachstum, leichte Vakuolisierung. 

Methoxychelidonin: 30 starke Mitosehemmung. 15 gutes Wachstum der 
Kulturen. Grenze der Mitosehemmung. 3 ohne Unterschied gegen die Kontrollen. 
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Zur Mitosegiftwirkung einiger Stilbylaminderivate 
Von 
Hans Lettré und Ingrid Delitzsch’) 


‘Aus dem Chemischen Institut der Universitit Géttingen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Mai 1944) 


In friiheren Untersuchungen?) wurde gefunden, daf8 fiir eine Mitose- 
giftwirkung in einem Molekiil die Gruppierung des «, 8-Diphenylithyl- 
amins (Formel I) vorhanden sein muB, die man nach Allen und Buck?) 
auch als Stilbylamin-Gruppe bezeichnet. In einem wirksamen Stil- 
bylamin muB jedoch nach friiheren Untersuchungen auBerdem eine 
Methoxylgruppe vorhanden sein, wie im «-Pheny]-8-(p-methoxypheny]l)- 
iithylamin (Formel II). Wir haben in der Zwischenzeit Untersuchungen 
iiber den EinfluB von Zah! und Stellung von Substituenten, insbesondere 
Methoxylen, auf die Wirksamkeit durchgefiihrt und teilen aus unserem 
Material schon einige Befunde mit, die fiir das Verstindnis der in der 
folgenden Arbeit geschilderten, mit Alkaloiden erhaltenen Ergebnisse 
notwendig sind. 

Von Interesse schien die Priifung der Frage, ob das zu dem 4’-Meth- 
oxystilbylamin (II) isomere Produkt mit der Methoxygruppe in dem 
a-stiindigen Phenylrest, das 4-Methoxystilbylamin (Formel III), wirk- 
sam sei. Zur Darstellung wurde das von Ney‘) aus Phenylessigsiure- 
chlorid und Anisol gewonnene 4-Methoxydesoxybenzoin in das Oxim 
iibergefiihrt und dieses mit Natriumamalgam zu dem Amin III redu- 
ziert. Das Produkt wurde durch sein N-Acetylderivat charakterisiert 
und als Hydrochlorid an der Gewebekultur gepriift. Mit Dosen von 50 
und 25y/cem zeigte es keinerlei Beeinflussung der Mitosen; es ist also 
kein Mitosegift, wihrend das Isomese II noch mit 5 y/cem die Mitosen 
deutlich hemmt. Jedoch kommt bei diesem Stoff IIL die fiir stirkere 
Amine charakteristische Wirkung®) einer Plasmavakuolisierung in den 
genannten Dosen zur Geltung. 

In einer friiheren Arbeit*) wurde angegeben, da das4,4’-Dimethoxy- 
stilbylamin (Formel IV) ein Mitosegift sei. Die Substanz wurde aus 
Ariisaldehyd itber Anisoin und Desoxyanisoin durch Reduktion des Des- 
oxy-anisoin-oxims dargestellt und durch ihr N-Acetylderivat charak- 


terisiert. Verschiedene Priiparate wurden als Hydrochloride an der Ge- 


1) Auszug aus der Diplomarbeit I. Delitzsch, Géttingen 1943. 
2) H. Lettré, M. Albrecht u. H. Fernholz, Naturw. 29, 390 (1941). 


Angew. Chem. 54, 301 (1941), H. 278, 175 (1943). . 
3) Allen u. Buck, Am. Soc. 52, 311 (1930). 
*) Ney, B. 21, 2450 (1888). 
5) H. Lettré u. M. Albrecht, H. 279, 206 (1943). 
6) H. Lettré, H. 278, 201 (1943). 
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webekultur gepriift; im Gegensatz zu der friiheren Angabe konnte jedoch 
mit Dosen von 50 y/ccm und kleineren Dosen keine Mitosegiftwirkung 
beobachtet werden. Mit 50/ccm ist zwar eine Hemmung des Wachs- 
tums gegeniiber den Kontrollkulturen und bei dieser und kleineren Kon- 
zentrationen eine Vakuolisierung des Zellplasmas festzustellen, jedoch 
nicht mit dem Erscheinungsbild einer Mitosehemmung. Wir werden auf 
diese Unstimmigkeit mit einem friiher untersuckten Praparat noch ein- 
mal zuriickkommen, halten es aber nach den jetzigen Untersuchungen 
fiir sicher, daB das 4,4’-Dimethoxystilbylamin aa cg kein Mitose- 
gift ist. 
NH, 


H,H | 
So li AY RL 


() H,CO” 


I. Stilbylamin IT. 4’-Methoxy- Ate 
a wirksam. 


Oe “y aes ARV 


| 
4 
OcH, CH, 


III. 4-Methoxy-stilbylamin IV. 4,4’-Dimethoxy-stilbylamin 
unwirksam, unwirksam. 


NH, 


Aus der Gegeniiberstellung der 4 Substanzen ergibt sich, daB fiir die 
Wirksamkeit eine Methoxylgruppe notwendig ist, und zwar in dem f-stiin- 
digen Phenylrest. Die Verbindung ohne Methoxylgruppe und die isomere 
Verbindung mit der Methoxylgruppe in dem «-standigen Phenylrest ist 
ohne Wirkung. Als Bezugspunkt fie die notwendige Gruppierung ist also 
der £-standige Phenylrest mit der Methoxylgruppe zu wahlen und damit 
die Notwendigkeit der sympathicomimetischen Gruppierung bestitigt. 

Besonders auffallend war aber die Unwirksamkeit derVerbindung IV, 
in der die Wirksamkeit durch zusitzlichen Eintritt eines Methoxyls in 
den «-staindigen Phenylrest verschwindet. Das Grundskelett mit gleich- 
artigen Substituenten in den «- und £-Phenylen ist durch Benzoinkonden- 
sation substituierter Aldehyde leicht zuginglich und wir haben daher die 
(schon bekannten)*)”) Derivate aus Veratrumaldehyd und Piperonal 
hergestellt (Formel V und VII). Beide Stoffe erwiesen sich als unwirk- 
sain ; sie zeigten lediglich in geeigneter Konzentration eine Vakuolisierung 
des Zellplasmas. Diese Unwirksamkeit wiirde in Parallele mit der Un- 
wirksamkeit der Substanz IV nicht auffallig erscheinen. Nach Reichert 
und Hoffmann’) lassen sich Stilbylamine durch Kondensation mit 


7) B. Reichert u. Hoffmann, Arch, Pharmazie 274, 153, 219 (1936). 
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Formaldehyd leicht in 3-Phenyl-tetrahydroisochinolinderivate umwan- 
deln, wenn sie in para-Stellung zum Ringschlu8kohlenstoffatom einen 
Substituenten wie eine Methoxygruppe enthalten. Herr Prof. Reichert- 
Berlin hatte friiher eine Probe des 3-(4’,5’-Methylen-dioxy-pheny]l)-6,7- 
methylen-dioxy-1,2, 3, 4-tetrahydroisochinolins (Formel VI) iiberlassen. 
Mit diesem Praparat war schon eine gute Mitosegiftwirkung um 1 y/cem 
festgestellt worden®). Die erneute Priifung des Priipurats von Herrn 
Reichert und eines von uns dargestellten Priparats bestitigte diese 
Feststellung, so daB durch den Ringschlu8 zum Tetrahydroisochinolin- 
derivat eine unwirksame Verbindung wirksam wird. Wir haben diesen 
Befund an anderen Beispielen priifen wollen. Die Verbindung IV 1aBt 
sich nicht zum Tetrahydroisochinolin-derivat umwandeln, da ihr der not- 
wendige Substituent in para-Stellung zur RingschluBstelle fehlt. Das 
Tetramethoxgderivat VII lai&t sich jedoch leicht mit Formaldehyd zu 
dem 3-(4’,5’-Dimethoxy-pheny])-6, 7-dimethoxy-1, 2, 3, 4-tetrahydroiso- 
chinolin (Formel VIII) kondensieren. Uberraschenderweise zeigte diese 
Verbindung mit Dosen von 75—25 y/ccm keinerlei Mitosegiftwirkung, 
lediglich eine Vakuolisierung des Zellplasmas und eine Wachstumshem- 
mung mit den héheren Dosen war zu beobachten. 


H, ee we H, H i ie 
, _ C 
Yi i in i A” ae ea a 
2 | my 2 u 
| NH 
ww ke \ MV 
H, 
V. Di-4, 5, 4’, 5’-methylendioxy- é VI. 3-(4, 5-Methylendioxy-pheny]) 
stilbylamin, unwirksam. -6, 7-methylendioxy-1, 2, 3, 4- 
tetrahydroisochinolin, wirksam. 
OCH, 
H, €4 i meee 
0. Cc 
ry No oct BOO A KA GY \ocn, 
| H 
H,co” “” NB, H,co” yy 
VII. 4, 5, 4’, 5’-Tetrametoxy- VIII. 4’, 5’, 6, 7-Tetramethoxy-3- 
stilbylamin. unwirksam. phenyl-1, 2, 3, 4-tetrahy- 


droisochinolin, unwirksam 


Dieser negative Befund war sehr tiberraschend, denn er zeigt einen 
Unterschied. zwischen einer Dioxymethylen-Gruppe und zwei ortho- 
stindigen Methoxylgruppen auf, den man nicht voraussehen konnte. Die 
Gruppierung des Stilbylamins oder «, 6-Diphenyl-dithylamins ist eine 
notwendige Voraussetzung fiir eine Mitosegiftwirkung. Zu dieser Bedin- 
gung miissen jedoch noch weitere hinzutreten, da die Art der Substi- 


8) H. Lettré, Die pharmazeutische Industrie 9, 127 (1942). 
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tuenten einen ganz entscheidenden Einflu8 ausiibt. Wir haben daher die 
Untersuchungen in dieser Richtun in gréBerem Umfang durchgefiihrt 
als wir es zunachst fiir notwendig hielten. Hieriiber soll spiter berichtet 
werden. Die beschriebenen Befunde scheinen jedoch Parallelen bei wirk- 
samen und unwirksamen Alkaloiden zu haben, so daB wir die Beob- 
achtungen dieser Differenz zwischen einer Methylendioxygruppe und 
zwei Methoxylgruppen der folgenden Arbeit vorausschicken. 

Fiir ihre Hilfe bei der Priifung der Stoffe an der Gewebekultur danken 
wit Fraulein stud. med. Marianne Albrecht (Gewebeziichtungsabteilung des 
Allgemeinen Instituts gegen die Geschwulstkrankheiten im Rudolf-Virchow- 
Krankenhaus Berlin). Herrn Prof. Reichert-Berlin sei auch an dieser Stelle 
nochmals fiir die friihere Uberlassung einiger Praparate gedankt. 


Beschreibung der Versuche 


a-(p-Methoxyphenyl-)#-phenyl-aithylamin: 


Aus 4-Methoxy-desoxybenzoin‘) wurde das Oxim vom Schmp. 111° Si 
dargestellt und dieses nach der von Allen und Buck*) und Reichert und A 
Hoffmann’) angegebenen Methode mit Natriumamalgam reduziert. Aus der 0 


atherischen Lésung des Amins-wurde es mit atherischer Salzséure als Hydro- 
chlorid gefallt. N-Acetylderivat: Das Hydrochlorid wird in Wasser geldst, 
mit 15 proz. Natronlauge versetzt und mit lccm Essigsiureanhydrid ge- I 
schiittelt. Das sofort erstarrende Reaktionsprodukt mone nach dem Um- T 
kristallisieren aus Benzol-Petrolather in farblosen Nadelag vom Schmp, 155-156° V 
erhalten. 

C,,H,,0O.N: Ber. 5,2 N. Gef. 4,9 N. 


a, B-Di-(p-methoxyphenyl]-)athylamin: 


Desoxyanisoin®) wurde in das Oxim vom Schmp. 125° ibergefiihrt 
und dieses mit Natriumamalgam reduziert. Das freie Amin kristallisiert aus 
Wasser in Nadelbiischeln vom Schmp. 101—102°. Das N-Acetylderivat, wie 
oben dargestellt, schmilzt nach dem Umkristallisieren aus Benzol-Petrolather 
bei 127—128°. 

C,,H.,0,;N. Ber. C 72,30 H 7,03 N 4,68. 

Gef. C 72,38 H 7,10 N 4,56. 


4, 5,4’, 5’-Tetramethoxy-stilbylamin wurde nach Buck und Allen") 
dargestellt. Das benédtigte Desoxy-veratroin wurde wie bei Buck und Allen 
iiber Veratroin und das gut kristallisierende Veratril (Fritsch®)) dargestellt. 
Fir die Reduktion des Veratrils mit Zinnchloriir und Salzsiure haben wir 
mit Vorteil Dioxan an Stelle von Alkohol als Lésungsmittel verwendet. 


3- Phen1-4’, 5’-6, 7-tetramethoxy-l, 2, 3,4-tetrahydro-iso-chino- 
lin. 

4, 5, 4’, 5’-Tetramethoxy-stilbylamin wird mit 17,5 proz. Formaldehyd- 
oo verrihrt. Die Reaktion tritt unter Bildung eines zahen Oles schon in 
der Kalte ein und wird durch kurzes Erwiirmen auf dem Wasserbade vervoll- 
stindigt. Das Ol wird durch Zugabe von 10proz. Salzsiure heiB in Lésung 
gebracht und erstarrt beim Abkiihlen. Nach dem Umkristallisieren aus Wasser 
zeigt das Hydrochlorid den Schmp. 255—260°. 


Ci9H,O,NCI Ber. N 3,83. Gef. N 3,81. 
®) Fritsch, A. 829, 56 (1903). 


oo 


Aa ww @- <—o © Oo te 


~% Oe we oe et 

















Bd. 281 (1944) 


Uber die Carotinoide von Hamatococcus pluvialis. III 
(Carotinoide der Sii8wasseralgen. IX. Teil) 


Von 
Josef Tischer 


(Aus dem Institut fir allgemeine und analytische Chemie der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Tetschen-Liebwerd) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Mai 1944) 


In den Dauersporen der einzelligen Griinalge Himatoccccus pluvialis 
bilden den Hauptanteil der roten Farbstoffe 3 (vielleicht sogar 4) Fett- 
siureester des Astaxanthins, aus denen bei alkalischer Verseifung unter 
AusschluB von Sauerstoff das Carotinoid Astaxanthin, ein zweifaches 
«-Ketol des 6-Carotins erhalten werden kann; wird dagegen die Ver- 
seifung bei Luftzutritt ausgefiihrt, so wandelt sich dieses Pigment (5-5’- 
Dioxy-4-4’-diketo-B-carotin) sehr leicht durch Autoxydation in das 
Tetraketon Astacin um!). Die Astaxanthinester lassen sich, wie der 
Verfasser in einer friiheren Mitteilung*) berichtet hat, auf chromato- 
graphischem Wege durch Adsorption an Calciumcarbonat' voneinander 
trennen und erweisen sich als leicht zersetzlich. Kuhn, Stene und 
Sérensen!) gelang es, drei dieser Ester nach Reinigung durch Ad- 
sorption an Puderzucker kristallisiert zu erhalten und niher zu charak- 
terisieren. Auf Grund katalytischer Hydrierungen und kolorimetrischer 
Mol. Gew. -Bestimmungen handelt es sich wahrscheinlich um 2 Mono- 
ester und einen Diester des Astaxanthins. Der am leichtesten adsorbier- 
bare Monoester (Ester A) enthalt eine Fettsaiure mit 16 C-Atomen und 
einer Doppelbindung, der zweite Monoester (Ester II) eine einfach un- 
gesittigte Fettsiure mit 22 C-Atomen; der Diester (Ester C), der sich 
bei der Adsorption an Calciumcarbonat in der untersten Zone anreichert 
und beim Waschen der Calciumcarbonatsiiule mit Benzin leicht in das 
Filtrat wandert, enthalt wahrscheinlich dieselbe Fettsiiurekomponente 
wie der Ester A. 

Neben diesen drei Astaxanthinestern sind noch einige weitere Caro- 
tinoide in den Aplanosporen, von Himatococcus pluvialis enthalten. 
Wie der Verfasser in den beiden friiheren Mitteilungen’), *) berichtet 
hat, wurde auBer den iiblichen Carotinen und Xanthophyllen chloro- 
phylifiihrender Pflanzen, «- und $-Carotin, Lutein und Zeaxanthin, 
das epiphasisch wandernde einbandige Carotinoid Himatoxanthin auf- 
gefunden, das allerdings in nur sehr kleiner Menge vorhanden war. 


1) R. Kuhn, J. Stene u. N. A. Sérensen, Ber. chem. Ges. 72, 1688 (1939). 


2) J. Tischer, diese Z. 252, 225 (1938). 
3) J. Tischer, diese Z. 250, 147 (1937). 
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Geplant war die Untersuchung des Himatoxanthins sowie der 
mit Astaxanthin veresterten Fettsiuren. Zu diesem Behufe wurden 
Massenkulturen von Hiamatococcus pluvialis im Frihjahr 1943 ange- 
setzt. Aus 130,2 Litern Nihrlésung konnte Mitte Oktober 118,5g 
Aplanosporen-Trockensubstanz geerntet werden, eine Menge, die die 
Bearbeitung der angefiihrten und noch weiterer Fragen erwarten lieB, 
doch hatten sich leider wihrend einer aus iuBeren Griinden notwendig 
gewordenen Unterbrechung der Untersuchung die Fettsiuren derart 
verindert, daB ihre Identifizierung unterbleiben muBte; immerhin gelang 
es noch aus 2 Esterpartien ungesittigte Fettsiuren mit 16 bzw. 18 C- 
Atomen zu isolieren, die wahrscheinlich als Spaltprodukte der Astaxan- 
thinester C und B aufzufassen sind. Unerwarteterweise fand sich das 
Hamatoxanthin diesmal nicht vor, dafiir traten zwei andere epiphasische 
Pigmente auf, deren Natur geklirt werden konnte. Im folgenden soll 
iiber diese neuen Erkenntnisse berichtet werden. 

Das Ausgangsmaterial fiir die Ziichtung der friiheren Kulturen’), *) bil- 
dete eine durch Herrn F. Moewus vom Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, 
Berlin-Dahlem, erhaltene Reinkultur. Den gleichen Stamm haben 1939 auch 
Kuhn und Mitarbeiter!) zu ihren wertvollen Untersuchungen herangezogen. 
Trotz wiederholter Versuche gelang es uns diesmal nicht, neuerdings von Herrn 
Moewus erhaltene Aplanosporen zum Auskeimen zu bringen, so daB wir fiir die 
Ziichtung der Massenkulturen von einer Reinkultur des Hamatococcusstammes 60 
aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Deutschen Karls- Universitat Prag aus- 
gingen, die uns in dankenswerter Weise Herr Professor Denk zur Verfiigung stellte. 

Die Wachstumsbedingungen, unter denen die Vermehrung des Stam- 
mes 60 vorgenommen wurde, unterschieden sich etwas von der friiheren Ziichtung. 
Die Nahrlésung war die gleiche, déch wurde sie 1937 Ende Marz beimpft und bis 
zur vollen Ausbildung der Aplanosporen etwa 3 Monate stehen gélassen. 1943 
wurde die Ziichtung spater, anfangs Mai, begonnen; weil die Kulturen vor der 
bleichenden Wirkung unmittelbarer Sonnenbestrahlung durch vorgelegtes Papier 
geschiitzt werden muBten, ging die Ausbildung der Aplanosporen wesentlich lang- 
samer vo: sich, so daB die Kélbchen 515 Monate stehen blieben. Es ist jedoch 
kaum anzunehmen, daB die bloBe Anderung der Beleuchtungsstarke die Bildung 
anderer Carotinoide bewirkt hat, mit gréBerer Wahrscheinlichkeit ist dies auf die 
Verwendung des anderen Stammes zuriickzufiihren. 

Das im Sommer 1937 nach der Verseifung der Astaxanthinester 
aus der Benzinphase isolierte Himatoxanthin, ein einbandiges Caro- 
tinoid, das noch im Rohzustand bei 205° schmolz und aus Benzin in 
braunvioletten Blittchen kristallisierte, war wie erwahnt, diesmal nicht 

auffindbar. Die an seinerstatt auftretenden beiden epiphasischen Pig- 
mente erwiesen sich iiberraschenderweise mit den von mir seinerzeit 
aus der Blaualge Aphanizomenon flos aquae isolierten Carotinoiden 
Aphanin (Schmelzp. 180°) und Aphanicin (Schmelzp. 195°) identisch. 
An Calciumhydroxyd und an Aluminiumoxyd bildeten sie zwei deutlich 
von einander getrennte Farbzonen aus, von denen die obere das Apha- 
nicin, die untere das Aphanin enthielt. Die beiden in zwei Mittei- 
lungen‘), 5) ausfiihrlich beschriebenen, jetzt auch aus Himatococcus 


*) J. Tischer, diese Z. 251, 109 (1938). 
5) Derselbe, diese Z. 260, 257 (1939). 
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pluvialis in kristallisiertem Zustand erhaltenen.Carotinoidketone stimmen 
in Kristallform, Schmelzp. sowie im Spektrum mit den aus der Blau- 
alge gewonnenen vollkommen iiberein, auch im Mischchromatogramm 
zeigten sie das gleiche Verhalten. Die beiden Carotinoide zeichnen sich 
besonders durch ihre charakteristischen Absorptionsspektren aus, die 
zwei Maxima und dazwischen eine etwas schwicher absorbierende Zone 
aufweisen, so daB der Eindruck eines einzigen breiten Bandes mit zwei 
optischen Schwerpunkten erweckt wird. Beide Pigmente besitzen Vita- 
min-A-Wirkung; die biologische Wirksamkeit des Aphanins macht _etwa 
die Hialfte, die des Aphanicins 1/, der f-Carotin-Wirkung aus*). Die 
Menge des aus 118,5 g Aplanosporen von Himatococcus pluvialis kristal- 
lisiert gewonnenen Aphanins betrug etwa 10mg, die des Aphanicins 
ungefihr 2 mg. Diese und die folgenden Befunde machen es wahrschein- 
lich, daB Farbstoffverschiedenheiten zwischen verschiedenen Stammen 
von Hamatococcus pluvialis bestehen. Fiir eine neu aufzunehmende 
Untersuchung kame nur eine zur Zeit nicht verfiigbare Reinkultur des 
fiir die friiheren Versuche verwendeten Stammes von Himatococcus 
pluvialis in Betracht, um auch das seinerzeit darin aufgefundene, dies- 
mal aber nicht vorhandene Haimatoxanthin einer Klirung zufiihren 
zu k6énnen. 

Die Astaxanthinester konnten vor ihrer Verseifung nur durch 
wiederholte Adsorption an Calciumcarbonat und an Puderzucker ge- 
reinigt werden. 

Zu Beginn der Untersuchung wurde zwar geplant, die einzelnen Ester zu- 
nachst in kristallisierter Form zu gewinnen und sie erst dann durch alkalische 
Verseifung in ihre Komponenten zu zerlegen; dieses Vorhaben muBte jedoch leider 
aufgegeben werden und die Esterpartien muften unmittelbar nach der chromato- 
graphischen Reinigung verseift werden. 

Bei der ersten Adsorption an Calciumcarbonat zeigte sich 
ein wesentlicher Unterschied gegeniiber den friiheren Versuchen®), *) 
und auch gegeniiber den von Kuhn und Mitarbeitern') beschriebenen 
Beobachtungen; die genannten Autoren erhielten den gleichen 
Ester A aus den durch Chlorophyll voneinander getrennten Zonen I 
und III + IV und konnten die Identitét der aus diesen drei Zonen 
gewonnenen Astaxanthin-Ester heweisen. Wir beobachteten dies- 
mal bei der Adsorption des Estergemisches an Calciumcarbonat das 
Chlorophyll in der obersten Zone und darunter erst die Astaxanthin- 
ester-Zonen ohne Zwischenlagerung des Chlorophylls. Doch war es nicht 
zu erreichen, das Chlorophyll, das zum Teil die darunter liegende rote 
Zone iiberlagerte, durch Entwickeln des Chromatogramms mit Benzol- 
Benzin (1:1) vollstaéndig abzutrennen. Hierzu waren noch mehrere 
Adsorptionen der wieder eluierten Farbstoffe an Rohrzucker er- 
forderlich. Nach Entfernung der Hauptmenge des Chlorophylls erhielten 
wir dann bei einer zweiten Adsorption an Calciumcarbonat, der eine 
Reihe von Filtrationen der Farbstofflésung durch Rohrzuckersiulen 


6) A. Scheunert uw: K. H. Wagner, diese Z. 260, 272 (1939). 
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vorangegangen waren, noch eine schmale Chlorophyllzone zwischen 
die orange gefarbten Bezirke eingesprengt, wie im experimentellen 
Teil naher ausgefiihrt wird. Zum Unterschied von den Beobachtungen 
Kuhns und Mitarbeiter!) war weder bei der Chromatographie an 
Calciumcarbonat noch an Rohrzucker eine der Zone II entsprechende 
Zone zu erkennen. Es ist sehr bedauerlich, daB die Untersuchung der 
einzelnen Astaxanthin-Ester in ihrer urspriinglichen Planung unmég- 
lich gemacht wurde, weil dadurch der von Kuhn, Stene und Sérensen 
fiir die Zone II beschriebene Erucasiiure ( ?)-Ester des Astaxanthins 
dieser Untersuchung entging. Dagegen war wieder eine unserem seiner- 
zeitigen Ester B entsprechende Zone vorhanden. Der Ester B wurde 
an Calciumcarbonat in der dritten Zone, unterhalb der Chlorophylle 
und unter dem Ester A, mit braunroter Farbe adsorbiert. Kristallisiert 
konnte er bisher noch nicht erhalten werden. Seine Fettsiurekompo- 
nente diirfte, wie weiter unten ausgefiihrt wird, eine ungesiattigte Siure 
mit 18 C-Atomen bilden. Zum Unterschied davon war der Ester II, 
den Kuhn, Stene und Sérensen isoliert haben, in der graugriin ge- 
farbten Zone II dem Chlorophyll beigemengt. Er lieB sich durch zwei- 
malige Chromatographie an Rohrzucker vom Chlorophyll abtrennen 
und wurde aus Benzol-Athanol in roten Nadeln vom Schmelzp. 95—96° 
erhalten. Auf Grund der kolorimetrischen Mol. Gew.-Bestimmung und 
des Ergebnisses der katalytischen Hydrierung und der Dehydrierung 
durch O, kamen die genannten Autoren zu dem Ergebnis, daB es sich 
um einen Monoester des Astaxanthins handelt, dessen Fettsiurekompo- 
nente eine ungesittigte Siure mit 22 C-Atomen bildet. 

Schon durch die erste Adsorption an Calciumcarbonat war eine 
weitgehende Aufteilung der Farbstoffe gelungen. In der Adsorptions- 
siule von 12cm Durchmesser und 50 cm Hohe blieben nach dem Ent- 
wickeln mit Benzol-Benzin nur das Chlorophyll und die beiden Asta- 
xanthinester A und B haften; der Ester C und andere Carotinoide gingen 
zunachst in das Filtrat iiber und muBten durch weitere Adsorptionen 
gereinigt werden. 

Wiahrend Rohrzucker die Chlorophylle in der Regel gut adsorbiert, 
waren zur Abtrennung des den Astaxanthinestern noch beigemengten 
Chlorophylls mehrere Puderzuckersiulen erforderlich, obwohl die Haupt- 
menge des Chlorophylls schon nach der Adsorption an Calciumcarbonat 
entfernt werden konnte. Es wurde nicht weiter untersucht, ob der ver- 
wendete Puderzucker, die zur Zeit beste erhaltliche Handelssorte, das 
Chlorophyll nur schwach adsorbierte oder ob dem Benzinextrakt bei- 
gemengte farblose Begleitstoffe seine Adsorptionskraft herabsetzten. 
Die durch die Zuckersiulen filtrierten Benzinlésungen enthielten noch 
immer ein wenig Chlorophyll beigemengt; die bei der Adsorption und 
beim Entwickeln die Siiulen verlassenden Filtrate wurden in zwei Frak- 
tionen aufgefangen und deren Farbstoffe wiederum an Calciumcarbonat 
adsorbiert. Nach einer dritten Adsorption an Calciumcarbonat wurde 
schlieBlich der Astaxanthinester A, der fast zwei Siulen von 50 cm 
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Lange und 30 mm Durchmesser erfiillte, frei von anderen Astaxanthin- 
Estern erhalten. Er lieB, wie auch schon friiher beobachtet wurde?), im 
Spektroskop ein einziges breites Band erkennen. Das alkoholfrei ge- 
waschene Benzineluat des ebenfalls durch wiederholte Adsorption ge- 
reinigten Esters B zeigte nach dem Trocknen mit Natriumsulfat ebenso 
wie auch der Ester C ein breites Absorptionsband, das sich iiber den 
Bereich von etwa 454—510 uy erstreckte. Die lichtelektrisch gemessenen 
Absorptionsspektren der Astaxanthinester zeigen allerdings drei Maxima 
in dem breiten Absorptionsband, wie aus einigen der von Kuhn und 
Sérensen’) abgebildeten Kurven hervorgeht. 

* Insgesamt war das Estergemisch durch die wiederholten Adsorp- 
tionen in folgende vier Partien aufgeteilt worden: 

1, Chlorophyllpartie, der noch ein wenig Lutein beigemengt war, 

2. Ester A + Aphanicin + Aphanin, 

3. Ester B + Lutein, 

4, Ester C + Aphanicin + Aphanin + f- und «-Carotin. 

Aus den nach der Verseifung mit methylalkoholischer Kalilauge 
bei Luftzutritt anfallenden Benzinphasen sind die epiphasischen Pig- 
mente Aphanicin, Aphanin und §-Carotin in kristallisierter Form ge- 
wonnen worden. Aphanin und Aphanicin waren teils in der obersten 
Zone, die hauptsachlich den Ester A enthielt, teils in der untersten 
Zone des Esters C adsorbiert worden, nicht aber dem dazwischen liegen- 
den Ester B beigemengt. «- und #-Carotin fanden sich ebenfalls in der 
untersten Zone der Esterfraktion C. Aus der mit Essigsiure neutrali- 
sierten und schlieBlich angesiuerten alkoholischen Unterschicht wurden 
das Astacin und die bei der Verseifung der Astaxanthinester freigelegten 
Fettsiuren abgetrennt. Das Astacin, das aus den Verseifungsprodukten 
der einzelnen Partien méglichst quantitativ herausgeholt wurde, lieB 
einen RiickschluB auf die Menge ‘der urspriinglich vorhandenen Asta- 
xanthinester zu. Es wurde in der bisher gehandhabten Weise?), *) mit 
Chloroform ausgeschiittelt und nach dem Waschen, Trocknen und 
Abdestillieren des Lésungsmittels in gewogene Glasfiltertiegel e.nge- 
bracht, darin mit Petrolither griindlich ausgewaschen und schlieBlich 
im Soxhlet-Apparat mit Benzin (35—50°) extrahiert, bis dieses kaum 
mehr angefairbt wurde. Nach dem Trocknen im Vakuum wurden die 
so erhaltenen Astacinmengen ausgewogen. Aus den Auswagen ergaben 
sich die in Tab. 1 angefiihrten Astacinmengen. Diesen entsprechen die 
gleichfalls dort ersichtlichen berechneten Astaxanthin-, Ester- bzw. 
Fettsiuremengen. Fiir die Berechnung der Ester A und C wurde die 
von Kuhn und Mitarbeitern als Fettsiurekomponente angefiihrte ein- 
fach ungesittigte Fettsiure mit 16 C-Atomen herangezogen. Ester II 
wurde nicht erhalten. Fiir den Ester B wurde als Fettsiurekomponente 
eine ungesattigte Séure mit 18 C-Atomen eingesetzt, die als Spaltungs- 
produkt wahrscheinlich gemacht werden konnte. Es diirfte sich beim 


7) R. Kuhn u. N. A. Sérensen, Ber. chem. Ges. 71, 1879 (1938). 





Bd. 281 (1944) 




















148 Josef Tischer, 
Tabelle 1 
Ester- : g Asta- . ‘ 
- 1 | g Astacin . g Ester | g Fettsiure | Art der 
cog ausgewogen — berechnet | berechnet | Fettsaure 

A 0,71 0,73 1,00 0,30 CypH550. 
II’) nicht aufgefunden aa goo 

B 0,25 0,25 0,36 0,12 C,,H3,0,( ?) 
C 0,24 0,24 0,44 0,21 16413902 








Ester B auf Grund seiner verhiltnismaBig raschen Verseifbarkeit wohl 
auch um einen Monoester handeln. Die zur Berechnung herangezogenen 
Mol. Gew. liegen fiir Astacin (Qy)H,,0,) bei 592,8, fiir Astaxanthin 
(CygH,,0,) bei 596,8, fiir die ungesittigte Fettsiure C,gH,,0, bei 254,4, 
fiir derery Astaxanthinmonoester C;,H,.O0,; (Ester A) bei 833,2, fiir den 
Astaxanthindiester C,,H,),0, (Ester C) bei 1069,6, fiir die Fettsiure 
C,,H,,O, bei 282,5 und deren einfachen Astaxanthinester (Ester B) 
bei 861,3. Aus diesen Bestimmungen und Berechnungen ergibt sich, 
daB 100 g trockene Aplanosporen des verwendeten Stammes von Hima- 
tococcus pluvialis etwa 1,03g Astaxanthin bzw. 1,5g Astaxanthin- 
Ester enthielten. Die Zahlen der Tab. 1 wurden auf zwei Dezimalen 
abgerundet und gelten fiir die Gesamtmenge der verarbeiteten 118,5 g 
Aplanosporen-Trockensubstanz. 

Bemerkenswert ist ferner, daB sich Astacin durch Adsorption 
an Talkum gut reinigen 1aB8t. Wir verwendeten dazu die im Handel 
erhiltliche Marke ,,Talkum Naintsch 00/24/80, die sich fiir die Ad- 
sorption des Tetraketons insbesondere deshalb eignet, weil der Farb- 
stoff aus diesem Adsorptionsmittel mit alkoholhaltigem Benzin gut 
eluiert werden kann. Das Astacin wird von Talkum mit dunkelroter 
Farbe festgehalten. Beim Nachwaschen mit Benzin weicht die rote 
Farbe allmahlich einer violetten und beim Entwickeln mit Benzol- 
Benzin (1: 1) fairbt sich die Astacinzone tief dunkelviolett. Zersetzungs- 
produkte werden iiber dem Tetraketon mit brauner Farbe adsorbiert 
und kénnen vor der Elution leicht entfernt werden. Da sich reines Asta- 
cin nur sehr schwer in Benzin lést, stellten wir fiir die Adsorption eine 
méglichst konzentrierte Chloroformlésung her und verdiinnten diese 
mit viel Benzin, denn reine Chloroformlésungen sind fiir die Adsorp- 
tion an Talkam nicht verwendbar. Die Adsorption an Talkum eignet 
sich besonders auch zur Gewinnung des in den Pyridinmutterlaugen 
verbleibenden Astacins sowie aus den bei seiner Reinigung durch Aus- 
kochen mit Methanol und Benzin anfallenden Lésungen. Nach Uber- 
fiihrung der Farbstoffe aus den Mutterlaugen oder Auskochungen in 
chloroformhaltiges Benzin kann durch Adsorption an Talkum noch 
reinstes Astacin abgetrennt und in kristallisierter Form erhalten werden. 

Ungesattigte Fettsiuren konnten aus dem mit Chloroform 
ausgeschiittelten Rohastacin und aus der bei der Verseifung der Asta- 
xanthinester erhaltenen alkoholischen Unterschicht isoliert werden, 








a ee a eS = eh lUrrl 














Bd. 281 (1944) Uber die Carotinoide von Hamatococcus pluvialis. III 149 





wie im experimentellen Teil weiter ausgefiihrt wird. Ihre Untersuchung 
ergab, daB es sich offenbar um Spaltprodukte der Astaxanthinester 
handelt. Die Fettsiure aus der Esterpartie A war leider infolge der un- 
vorhergesehenen langeren Unterbrechung der Untersuchung soweit 
veraindert worden, daB die damit ausgefiihrten Versuche zu keinem Er- 
gebnis mehr fiihrten. Doch gelang es, aus der Esterpartie C, die nach 
Kuhn und Mitarbeitern') wahrscheinlich dieselbe Fettsiurekomponente 
enthalt wie der Ester A, eine kleine Menge unveriinderter Saiure abzu- 
trennen und iiber ihr Silbersalz zu reinigen. Die Fettsiure war bei 
Zimmertemperatur fest und schmolz bei Handwirme. Sie kristallisierte 
in mikroskopisch kleinen zu Rosetten vereinigten Nadeln. Sie erwies 
sich als eine ungesittigte Saure, die ein Bromadditionsprodukt bildet 
und lieferte eine NZ, die einer Fettsiure mit 16 C-Atomen entspricht. 
Fir die Zusammensetzung C,,H;,0, spricht auch die gut stimmende 
Silberbestimmung ihres Silbersalzes. 

Die aus der Esterpartie B isolierte Fettsiure war ebenfalls fest 
und ungesittigt. Ihre NZ entspricht der fiir eine Fettsiure mit 18 C- 
Atomen berechneten. 


Beschreibung der Versuche 


Die Vermehrung der Reinkultur des Stammes 60 aus dem Pflanzenphysio- 
logischen Institut der Universitat Prag erfolgte in tiber 900 Erlenmeyer-Kélbchen 
von 100—300 ccm Inhalt, die auf Brettergestelle in die gegen Nordosten gerichte- 
ten Doppelfenster des Institutes gestellt wurden. Zwecks Verhinderung einer un- 
mittelbaren Sonnenbestrahlung der Kulturen wurden die auBeren Fensterscheiben 
mit Transparentpapier verkleidet, da einzelne Kulturen vor Anwendung dieser 
SchutzmaBnahme gebleicht worden waren und deshalb ausgeschieden werden 
muBten. Die Nahrlésung wurde in der gleichen Weise bereitet wie bei den in 
friiheren Jahren ausgefiihrten Versuchen?), nur wurde sie diesmal ausnahmslos 
mit aus Glas destilliertem Wasser hergestellt, wodurch sich eine Tierkohlebehand- 
lung des Wassers als entbehrlich erwies. Ihr pq-Wert wurde mit 6,4 bestimmt. Die 
Beimpfung der Nahrlésungen begann am 30. April 1943 und richtete sich in der 
Folge nach der jeweils verfiigbaren Menge an Algensubstanz; bis zum 11. Juni war 
sie abgeschlossen. 

Die Extraktion der tiefroten Aplanosporen begann Mitte Oktober 1943. 
Eine zweckmaBige Art mit den zur Verfiigung stehenden Geriten die aus der 
groBen Menge Nahrlésung schwer abfiltrierbaren Aplanosporen zu sammeln, war 
folgende: Die Kulturen wurden durchgeschiittelt, die noch festsitzenden Dauer- 
sporen mit einem Gummiwischer von den GefaBwandungen abgelést, der Inhalt 
einer groBeren Zahl von Kélbchen in einen hohen Sedimentierzylinder eingegossen 
und die Kélbchen mit Wasser ausgespritzt. Nach einigen Stunden war die rote 
Algenmasse zu Boden gesunken, so daB die iiberstehende klare Lésung abgehebert 
werden konnte. Der am Boden der Sedimentierzylinder angesammelte Aplano- 
sporenbrei wurde mit reinstem Seesand vermischt und auf Biichnertrichtern iiber 
Seesand trocken gesaugt. Um die Menge der geernteten Aplanosporen zu ermitteln, 
wurde der verwendete Seesand vor dem Versuch und nach der Trocknung gewogen. 
Die insgesamt verwendete Sandmenge betrug 2 kg. Das in den Biichnertrichtern 
gesammelte Gemenge von Seesand und Algensubstanz wurde in flache Schalen 
eingebracht und zuerst iiber Blaugel, schlieBlich iiber Phosphorpentoxyd in Vakuum- 

exsikkatoren solange getrocknet, bis das Trockenmittel bei langerem Stehen nicht 
mehr zerflo8. Insgesamt wurde auf diese Weise aus 130,2 Litern Nahrlésung 
118,5 g Aplanosporentrockensubstanz gewonnen. 
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Das getrocknete Gemisch von Algensubstanz und Seesand wurde dann 
partienweise achtmal unter Zusatz von wenig Aceton in einer Bloch-Rosetti- 
Kugelmiihle jeweils mindestens 20 Minuten lang vermahlen und auf Biichner- 
trichtern mit reinstem Aceton extrahiert. Die iiber der Sandschicht sich an- 
reichernden, noch nicht vdllig farbstoffreien Dauersporen wurden dabéi immer 
wieder abgehoben und gesondert wieder vermahlen. Der braunrote Acetonextrakt 
wurde bei vermindertem Druck im N-Strom stark eingeengt und das Farbstoff- 
gemisch in Benzin (70 bis 80°) iibergefiihrt. Mit Wasser wurde das Aceton restlos 
herausgewaschen und die Benzinlésung iiber entwassertem Natriumsulfat ge- 
trocknet. 

Zum Zwecke der Trennung wurden die Farbstoffe sodann an Calcium- 
carbonat, das vorher bei 100° getrocknet war, adsorbiert. Die Héhe der Saule 
betrug 50 cm, ihr Durchmesser 12 cm. Noch wahrend des Einlaufens der Benzin- 
lésung waren in der Calciumcarbonatsiule von oben nach unten folgende Zonen- 
farbungen zu beobachten: farblos, blaugriin, hell ziegelrot, dunkelrot und braun, 
einander z. T. iiberlagernd, rétlichgelb, lachsfarben, gelb. Beim Entwickeln des 
Chromatogramms mit Benzol-Benzin (1:1) gingen die Farbstoffe der tieferliegenden 
Zonen in das Filtrat iiber, das sich dabei rot farbte; in der Adsorptionssaule 
blieben nur die Chlorophylle in einer langen griinen Zone mit verschiedenen Nu- 
ancen und die leichter adsorbierbaren Ester A und B haften. Der obere Teil der 
roten Esterzone erschien durch Uberlagerung von Chlorophyll braun gefarbt. Eine 
Trennung der Ester A und B wurde erst durch weitere Adsorptionen erzielt. 

Die beiden adsorbierten Farbstoffe wurden getrennt mit alkoholhaltigem 
Benzin eluiert, die Eluate alkoholfrei gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet 
und die rote Benzinlésung im N-Strom bei vermindertem Druck auf etwa 350 ccm 
eingeengt. Daran schloB sich eine Adsorption an Puderzucker in einer 45 cm 
langen Saéule von 3cm Durchmesser, um das noch beigemengte Chlorophyll zu 
entfernen. Dabei wanderte eine nur wenige Zentimeter breite orangefarbige Zone 
voran. Die Hauptzone erschien vor dem Entwickeln dunkel-schmutzigbraun ge- 
farbt. Durch die Zuckersiule wurde die gesamte Lésung hindurchfiltriert und an- 
schlieBend solange mit Benzin nachgewaschen, bis dieses das Adsorptionsrohr 
wieder farblos verlie8. Die Filtrate wurden dabei fraktioniert aufgefangen. Der mit 
orangeroter Farbe voranwandernde Ester bildete die Fraktion I. Die II. Fraktion 
ging erst beim Nachwaschen mit Benzin in das Filtrat tiber und enthielt die bis 
zum farblosen Abtropfen des Benzins gesammelten Anteile. Die Zuckersaule blieb 
schlieBlich hellgriin gefarbt. Zur Abtrennung des den Astaxanthinestern noch bei- 
gemengten Chlorophylls waren selbst 7 Rohrzuckersaéulen der angefiihrten GréBe 
nicht véllig ausreichend. 

Die beiden fraktioniert aufgefangenen Filtrate wurden eingeengt und neuer- 
lich getrennt an Calciumcarbonat adsorbiert. Beide Adsorptionen nahmen 
den gleichen Verlauf und ergaben die gleichen Farbzonen. Zur Adsorption der 
Pigmente der I. Fraktion wurde eine Calciumcarbonatsaule von 45 cm Lange und 
3cm Durchmesser verwendet, die II. Fraktion erforderte eine Saule von 35 cm 
Lange und 7 cm Durchmesser. Unmittelbar nach dem Einlaufen der Benzinlésun- 
gen in die Adsorptionsrohre waren folgende 6 Farbzonen festzustellen: I dunkel- 
orange (Hauptzone), II griin, III hellorange, IV grinlichgelb, V orange, VI gelb. 
Die Zonen II bis VI nahmen zusammen nur etwa ein Drittel des AusmaBes der 
Hauptzone I ein. Durch Entwickeln mit Benzin (70 bis 80°) wurden die Farb- 
stoffe der Zonen ITI bis VI aus dem Adsorptionsrohr ausgewaschen und gingen in 
das Filtrat iiber. Die aus den beiden Saulen mit alkoholhaltigem Benzin gewonnenen, 
den Ester A enthaltenden Eluate wurden vereinigt, vom Alkohol befreit, getrock- 
net und weitere Verunreinigungen durch nochmalige Adsorption an Calciumcarbo- 
nat entfernt. Im Spektroskop lieB dieser Astaxanthinester A nur ein einziges breites 
Band erkennen. 

Das bei der adsorptiven Abtrennung des Esters A anfallende rotbraune Fil- 
trat enthielt hauptsachlich den Astaxanthinester B. Es wurde bei verminder- 
tem Druck im N-Strom eingeengt und nun dieser Farbstoff durch Chromatographie 
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an Calciumcarbonat abgetrennt. Die Adsorption wurde in mehreren Saulen fort- 
gesetzt, bis der gesamte Ester B mit braunroter Farbe vom Calciumcarbonat fest- 
gehalten war und durch Entwickeln mit Benzol-Benzin gereinigt werden konnte. 
— alkoholfreie Benzinlésung des Esters B lieB im Spektroskop ein breites Band 
erkennen. 

Die benzolhaltige Benzinlésung des leicht zersetzlichen Esters C, der z. T. 
beim Nachwaschen des adsorbierten Esters B mit Benzol-Benzin in das Filtrat 
gelangte, hauptsichlich aber in dem bei der ersten Calciumcarbonatadsorption des 
urspriinglichen Benzinextraktes angefallenen Filtrat enthalten war, wurde bei ver- 
mindertem Druck im N-Strom auf 300 ccm eingeengt. Eine Adsorption an bei 105° 
vorgetrockneten Puderzucker hatte nicht yiel Erfolg, da beim Nachwaschen mit 
Benzin die Hauptmenge des Farbstoffes wieder aus der Siule herausgewaschen 
wurde. Am Rohrzucker blieb nur wenig Farbstoff haften, der die Saule lachsrosa 
anfarbte. Bei der anschlieBenden Chromatographie an Calciumcarbonat erschien 
der vom Adsorptionsmittel festgehaltene Farbstoff einheitlich; die Siule wurde 
beim Einlaufen der Farbstofflésung orange angefirbt. Beim Entwickeln mit Ben- 
zin (70 bis 80°) ging jedoch wieder fast der gesamte Farbstoff in das Filtrat iiber. 
Der geringe adsorbierte Teil des Pigmentes erteilte dem Calciumcarbonat ebenso 
wie vorher dem Rohrzucker eine lachsrosafarbene Ténung. Die aus dem Rohr- 
zucker wie aus dem Calciumcarbonat gewonnenen Eluate lieBen nach dem Aus- 
waschen des Alkohols im Spektroskop bei starker Verdiinnung nur ein breites Band 
erkennen, das sich iiber den Bereich von etwa 454 bis 510 wu erstreckte. Auch die 
wieder in das Filtrat iibergegangene Hauptmenge des Esters C zeigte in Benzin 
(70 bis 80°) dasselbe spektroskopische Verhalten. Beim Verteilungsversuch zwi- 
schen 90% igem Methanol und Benzin (70 bis 80°) erwies sich der in der Siule 
festgehaltene Farbstoff rein epiphasisch. Er konnte bei Zimmertemperatur erst 
nach langerem Schiitteln mit methylalkoholischer Kalilauge, also wesentlich lang- 
samer als die Ester A und B verseift werden. Dabei wanderte der Farbstoff restlos 
in die Unterschicht und die Benzinphase entfarbte sich véllig. 

Insgeamt wurde das Estergemisch in die folgenden 4 Partien aufgeteilt: 
1. Chlorophyll, 2. Ester A, 3. Ester B, 4. Ester C. 

Die Verseifung des die Hauptmenge bildenden Esters A mit gesittigter 
methylalkoholischer Kalilauge ging sehr rasch, schneller als bei den beiden anderen 
Astaxanthinestern, vor sich; die hohe Verseifungsgeschwindigkeit lieB sich an der 
raschen Wanderung der Farbstoffe in die alkalisch-alkoholische Unterschicht bei 
wiederholtem Durchschiitteln des Reaktionsgemisches erkennen. Die Benzinphase 
hellte sich dabei sehr stark auf, blieb aber schlieBlich doch gelb gefarbt, ein Zeichen, 
daB die Esterpartie auch noch andere epiphasisch wandernde Carotinoide, wenn 
auch nur in kleiner Menge, enthielt. Nach 3stiindiger Einwirkung der methyl- 
alkoholischen Kalilauge bei Zimmertemperatur wurde wenig Wasser zugesetzt, 
durchgeschiittelt und nach vdélliger Klarung beider Schichten die alkoholisch- 
alkalische Unterschicht abgelassen. Sie wurde mit Benzin durchgeschiittelt und 
die hierbei erhaltene Benzinphase mit der nach der Verseifung abgetrennten ver- 
einigt. Diese Lésung wurde dann zweimal mit je 250 ccm 90proz. methylalkoholi- 
scher Kalilauge durchgeschiittelt, dreimal mit 90proz. Methanol und schlieBlich 
mit Wasser alkalifrei gewaschen und anschlieBend tiber Natriumsulfat getrocknet. 
Die weitere Aufteilung der Pigmente der Benzinphase, die hauptsichlich Aphanin 
und Aphanicin enthielt, wird weiter unten beschrieben. . 

Die alkalische Lésung wurde vorsichtig mit Essigsiure neutralisiert und das 
Astacin mit Chloroform ausgeschiittelt. Dabei nahm das Chloroform, wie spater 
festgestellt werden konnte, auch einen Teil der bei der Verseifung abgespaltenen 
Fettsiuren auf. Die aus dem Scheidetrichter abgelassene dunkelrote Chloroform- 
lésung wurde zuerst mit essigsiurehaltigem, dann mit reinem Wasser bis zur neu- 
tralen Reaktion des Waschwassers ausgewaschen. Durch wiederholte Filtration 
durch Papierfilter und anschlieBendes Schiitteln mit entwissertem Natriumsulfat 
wurde die Chloroformlésung getrocknet. Nach dem Abdestillieren des Lésungs- 
mittels bei vermindertem Druck wurde der erhaltene feste Riickstand in einen 
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gewogenen Glasfiltertiegel iibergefiihrt und mit Benzin (35—50°) weitgehend aus- 
gewaschen. Das Waschbenzin farbte sich dunkelbraun und nahm auch Fettsiure 
auf. Zwecks weiterer Reinigung wurde das Rohastacin im Soxhlet-Apparat mit 
Benzin (35—50°) solange extrahiert, bis sich dieses kaum mehr anfarbte. Nach 
dem Trocknen im Vakuumexsikkator wurden 0,7085 g Rohastacin ausgewogen, 
die aus dem Ester A stammten. 


Die mit Chloroform ausgeschiittelte alkoholische Lésung wurde zwecks Ge- 
winnung des nicht vom Chloroform aufgenommenen restlichen Fettsaiureanteiles 
mit 2n-Schwefelsiure angesiuert und wiederholt mit Benzin (35—50°) aus- 
geschiittelt. Die vereinigten Benzinlésungen wurden mineralsaurefrei gewaschen 
und getrocknet. Die Identifizierung dieser Fettsiure wurde infolge der durch 
auBere Umstinde bedingten verspaiteten Aufarbeitung unmdglich gemacht. 

In der gleichen Weise wurde die Verseifung der chromatographisch ge- 
reinigten Ester B und C ausgefiihrt und die dabei erhaltenen Spaltprodukte ab- 
getrennt. Der Astaxanthinester B wurde durch methylalkoholische Kalilauge bei 
Zimmertemperatur ebenfalls verhaltnismaBig rasch aufgespalten, doch ging die 
Verseifung nicht ganz so schnell vor sich wie beim Ester A. Die Benzinphase 
blieb nach der Verseifung orange gefirbt. Der aus der neutralisierten Unterschicht 
mit Chloroform ausgeschiittelte Farbstoff hinterlie8 nach dem Abdestillieren des 
Lésungsmittels einen Riickstand, der zum Unterschied von den aus den anderen 
Partien gewonnenen eine schmierige Konsistenz aufwies. Beim Aufnehmen mit 
Benzin (35—50°) gab der Trockenriickstand ziemlich viel Farbstoff an dieses ab. 
An kristallinischem Rohastaciri wurden nach der Benzinextraktion 0,383 g aus- 
ewogen. 

Der schwerer als die Ester A und B verseifbare Astaxanthinester C lie- 
ferte beim Verseifen eine Benzinphase, die schon durch ihre rétliche Farbung ver- 
riet, daB dem darin erwarteten £-Carotin noch andere epiphasische Carotinoide 
beigemengt waren. Aus dem Ester C wurden 0,2419 g Rohastacin gewonnen. 

Alle Chlorophyll-Elutionen, die z.T. noch gelbe Pigmente enthielten, 
wurden vereinigt und die Ester ebenfalls mit methylalkoholischer Kalilauge ver- 
seift. Die sich dabei seh? stark aufhellende Benzinschicht behielt schlieBlich nur 
eine sehr schwach gelbe Farbe. Die alkalische Unterschicht farbte sich dunkelgriin; 
aus dieser wurden nach starkem Verdiinnen mit Wasser mittels Benzin (70—80°) 
Xanthophylle ausgeschiittelt. Diese Pigmente suchten beim Verteilungsversuch 
mit 90 proz. Methanol so gut wie vollstindig die Unterschicht auf. Im Spektroskop 
wurden die optischen Schwerpunkte 477, 446 uu gemessen. Nach starkem Ein- 
engen schieden sich aus der Benzinlésung im Kiihlschrank Luteinkristalle aus. 

Die bei den Verseifungen erhaltenen Benzinphasen lieBen in sehr 
verdiinnter Lésung im Spektroskop die in Tab. 2 verzeichneten optischen Schwer- 
punkte erkennen und verhielten sich bei der Verteilung zwischen 90- bzw. 95 proz. 
Methanol und Benzin (70—80°) recht unterschiedlich, wie gleichfalls aus der Ta- 
belle ersichtlich ist. 

















Tabelle 2 
; Optische 
Benzinphase aus | Schwerpunkte Verteilungsversuch 
in mp 
Zone I 478, 447 sowohl 90- als auch 95proz. Methanol farb- 
(Chlorophylipartie) ten sich deutlich an 

Zone II 485, 452 mit 90- und 95proz. Methanol rein epi- 
(Esterpartie A) phasisch 

Zone III 478, 448 die Hauptmenge blieb in der Benzinphase, 
(Esterpartie B) auch .95proz. Methanol nahm nur wenig 

Farbstoff auf 

Zone IV 485, 452 epiphasisch (nur Spuren des Farbstoffes 

(Esterpartie C) wanderten in die Unterschicht) 
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_ _ Bei Adsorptionsversuchen zeigten die in der Benzinphase gelésten Pigmente, 
die den Estérpartien A und C beigemengt waren, véllig das gleiche Verhalten, auch 
ihre optischen Schwerpunkte waren dieselben und die Verteilungsversuche fielen 
fast gleichartig aus. Die beiden Partien wurden zunichst getrennt an Calcium- 
hydroxyd adsorbiert, nach der Elution mit alkoholhaltigem Benzin aber die korre- 
spondierenden Anteile auf Grund iibereinstimmender Mischchromatogramme ver- 
cinigt. 

Fiir die Chromatographie an Kalk diente eine 42 cm lange Saule mit 30 mm 
Durchmesser. Nach dem Entwickeln des Chromatogramms mit Benzin (70—80°) 
wurden 4 gefirbte Zonen erhalten, deren Inhaltsstoffe die in der Tab. 3 an- 
gefiihrten Eigenschaften aufwiesen. 

















Tabelle 3 
Absorptions- 
spektra 
Zone in Benzin Verteilung Farbstoff 
(70—80°) 
ue 
I farblos 
II dunkel Abs.-Bezirk | 90- und 95proz. Methanol nahmen | Aphanicin 
erikarot 450—510 wenig Farbstoff auf 
III hell Abs.-Bezirk mit 95proz. Methanol rein epi- Aphanin 
erikarot 445—505 phasisch 
IV gelb 485, 452 mit 95proz. Methanol rein epi- 
hasisch Caroti 
V Filtrat rot | 485,452,424! mit 95proz. Methanol rein epi- ieee 
phasisch 


Die farblose Zone I wurde nicht weiter untersucht. Die Zone II aus den 
beiden Esterpartien A und C, die, wie sich spater herausstellte, das Aphanicin 
enthielt, wurde sorgfiltig abgetrennt. Um die bei der Elution mittels alkohol- 
haltigem Benzin mitgerissenen feinsten Kalkteilchen zu entfernen, wurde zundchst 
mit essigsiurehaltigem Wasser und erst dann die klare Benzinliésung des Farb- 
stoffes mit dest. Wasser bis zur Saurefreiheit gewaschen. In gleicher Weise wurde 
auch das spiter als Aphanin erkannte Pigment der Zone III behandelt.- Die 
Farbstoffe der Zone IV wurden in das Filtrat iibergefiihrt und die Benzinlésung 
bei vermindertem Druck auf ein kleines Volumen eingeengt. AnschlieBend wurde 
die eingeengte Lésung durch eine zweite Kalksiule filtriert, die sich beim Nach- 
waschen mit Benzin zur Ganze hell erikarot anfarbte. Aus der dabei in das Filtrat 
iibergehenden Farbstofflésung konnte durch Adsorption an Aluminiumoxyd, das 
Aphanin wesentlich besser adsorbierte als Calciumhydroxyd, noch eine kleine 
Menge Aphanin abgetrennt werden. Unter der Aphaninzone (III) wurde das 
8-Carotin festgehalten. 

Die vereinigten Aphaninpartien und auch das schon abgetrennte Aphanicin 
(Zone II) wurden zwecks weiterer Reinigung gesondert noch zweimal an Aluminium- 
oxyd adsorbiert, das die Farbstoffe selbst aus sehr stark verdiinnter Benzinlésung 
im obersten Teil des Adsorptionsrohres mit dunkel erikaroter Farbe festhielt. Beim 
wiederholten Nachwaschen mit Benzol-Benzin wanderten die Pigmente um einige 
Zentimeter tiefer, blieben aber dann trotz weiteren Entwickelns fest haften. Die 
rote Farbe der Zonen schlug dabei nach Bordeauxrot um. Nach der Elution mit 
alkoholhaltigem Benzin wurden die Farbstofflésungen alkoholfrei gewaschen und 
mit Natriumsulfat getrocknet. Dann- wurden die Lésungsmittel im N-Strom ab- 
destilliert und die kristallinisch erhaltenen Riicksténde aus Benzol-Methanol (1:2) 
umkristallisiert. Schon nach zweimaligem Umkristallisieren waren die Carotinoide 
rein. Der mengenmaBig vorherrschende Farbstoff bildete gréBere blauschwarze, 
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vielfach zu Rosetten vereinigte, lanzettférmige Blattchen mit sehr lebhaftem 
Metallglanz aus, schmolz bei 180° und lieB im Spektroskop die in Tab. 4 an- 
gefiihrten breiten Absorptionsbezirke mit den beiden hervortretenden optischen 
Schwerpunkten erkennen. Alle diese Eigenschaften kennzeichnen den Farbstoff 
als das zuerst aus einer Blaualge*) 5) isolierte Aphanin. 























Tabelle 4 

Aphanin Aphanicin- 
Lésungsmittel Abs.-Bezirk Maxima Abs.-Bezirk Maxima 

My wu ae aye 
Schwefelkohlenstoff . . 474—555 533, 493 475—555 533, 494 
eS ee 455—520 505, 472 455—520 503, 474 
Benzin (70—80°). . . 445—510 494, 460 445—510 495, 462 
So 458—525 508, 478 460—525 458, 478 
Methanol ...... 445—505 492, 457 445—506 492, 458 


Das andere Carotinoid zeigte fast das gleiche spektroskopische Verhalten 
(Tab. 4), aber eine deutlich verschiedene Kristallform. Es kristallisierte in be- 
deutend kleineren rotvioletten prismatischen Nadeln mit starkem Metallglanz, sein 
Schmelzpunkt lag bei 195°. Es handelt sich demnach um Aphanicin, da es in allen 
seinen Eigenschaften mit dem friiher beschriebenen tibereinstimmt. 

Ein Mischchromatogramm von Aphanin aus Hiamatococcus pluvialis mit 
Aphanin aus Aphanizomenon flos aquae blieb trotz wiederholtem Nachsaugen von 
Benzol und Chloroform in einer einzigen Zone haften, ebenso verhielt sich ein 
Mischchromatogramm von Aphanicin, das mit den aus den beiden angefiihrten 
Algen gewonnenen Pigmenten hergestellt wurde; dagegen ergaben Mischchromato- 
gramme ven Aphanin aus Himatococcus pluvialis mit Aphanicin aus Aphanizo- 
menon flos aquae zwei Farbzonen, ebenso auch solche mit Aphanin aus Aphani- 
zomenon flos aquae und Aphanicin aus Himatococcus pluvialis. 

Die unterste Zone enthielt £-Carotin; dieses wurde nach wiederholter Ad- 
sorption an geléschten Kalk und Aluminiumoxyd und nach Elution mit alkohol- 
haltigem Benzin aus Benzol-Methanol in dunkel violetten Kristallen erhalten. 
Mischchromatogramme mit £-Carotin aus Trentepholia iolithus fielen sowohl an 
Calciumhydroxyd als auch an Aluminiumoxyd volikommen eindeutig aus. Die 
optischen Schwerpunkte wurden in Benzin (70—80°) bei 485, 452, 424 uu, in 
Schwefelkohlenstoff bei 520, 484, 452 uu gemessen. 

Die Benzinphasen, die bei der Verseifung der Farbstoffe aus Zone III (Asta- 
xanthinester B) und der Chlorophylipartie erhalten wurden, lieferten weder 
Aphanin noch Aphanicin, sondern zeigten ein Lutein-Spektrum. Ein Adsorp- 
tionsversuch an Kalk ergab 7 gefiirbte sehr schmale Ringe, so daB von einer wei- 
teren Untersuchung dieser nur in Spuren vorhandenen Pigmente abgesehen wurde. 

Die im Soxhlet-Apparat beim Auslaugen des Rohastacins erhaltenen Benzin- 
extrakte zeigten ein verschwommenes einbandiges Spektrum. Beim Verteilungs- 
versuch suchte der Farbstoff in allen Fallen beide Phasen auf, die sich etwa gleich 
stark anfarbten. Auf Zusatz von methylalkoholischer Kalilauge wanderte der 
Farbstoff zum gréBten Teil in die Unterschicht. Um festzustellen, ob die Benzin- 
extrakte noch Aphanin bzw. Aphanicin enthalten, wurden diese Lésungen nach 
der weiter unten beschriebenen Abtrennung der Fettsiuren durch eine Aluminium- 
oxydsaule filtriert. Dabei sammelte sich zunichst der gesamte Farbstoff in einer 
dunkelbordeauxroten schmalen Zone an. Durch Entwickeln mit alkoholhaltigem 
Benzin gelang es, aus der festhaftenden Astacinzone zwei weitere Farbstoffe 
herauszuwaschen und in das Filtrat iiberzufiihren. Bei der Chromatographie der 
alkoholfrei gewaschenen und getrockneten Benzinlésung der Pigmente an Calcium- 
hydroxyd bildeten sich 2 Zonen aus; die obere gelbe Zone enthielt auf Grund des 
Spektrums (478, 447 uu in Benzin) und des Verteilungsverhaltens Lutein, der 
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untere lachsrosa gefarbte Bezirk noch einiges Aphanin. Das Astacin lieB sich, wie 
schon in friiheren Mitteilungen”) *) erwaihnt, aus dem Aluminiumoxyd mit methyl- 
alkoholischer Kalilauge eluieren und nach Ansauern des Eluates mit Essigsiure 
und Ausschiitteln mit Chloroform noch in kristallisierter Form gewinnen. 

Zwecks Isolierung der Fettsauren wurden die nach der Verseifung 
der Ester aus den schwefelsauren Lésungen gewonnenen Benzinausschiittelungen 
mit den beim Auslaugen des Rohastacins erhaltenen Benzinextrakten vereinigt 
und durch eine Talkumsiaule filtriert. In anderem Zusammenhange ausgefiihrte, 
noch nicht veréffentlichte Versuche zeigten, daB die ungesattigten Siuren beim 
Nachwaschen mit einer geniigenden Menge Benzin in das Filtrat iibergehen, wah- 
rend die Farbstoffe adsorbiert bleiben. Die die Fettsiuren der Esterpartien B und C 
enthaltenden Benzinfiltrate wurden bei vermindertem Druck im N-Strom zur 
Trockne eingedampft, der Abdampfriickstand in 2n-Kalilauge gelést und die 
alkalische Seifenlésung in der Warme mit Tierkohle durchgeschiittelt. Nach dem 
Abfiltrieren wurde die Tierkohle mit heiBem Wasser griindlich ausgewaschen. 
Sodann wurde sie mit 2n-Schwefelsiure erwirmt und die dabei freigelegten Fett- 
sduren durch wiederholtes Ausschiitteln in Benzin (35—50°) iibergefiihrt. Die ab- 
filtrierte farblose Benzinlésung wurde schwefelsaurefrei gewaschen und getrocknet. 
Das Benzin wurde abdestilliert, der Riickstand in Alkohol gelést und die Lésung 
mit n/10-Kalilauge genau neutralisiert. Mit n/10 waBriger Silbernitratlésung wurde 
dann das Silbersalz der Fettséure ausgefallt.: Dieses wurde mit heiBem Wasser, 
Alkohol und warmem Benzin griindlich ausgewaschen und im Vakuum getrocknet. 
Ein Teil des Silbersalzes der Fettséure aus der Esterpartie C diente fiir eine Silber- 
bestimmung. 

46,48 mg Sbst. hinterlieBen nach der Verbrennung 13,90 mg Ag. 

C,.H,,0,Ag: Ag ber.: 29,86%,  gef.: 29,90%. 

Das restliche Silbersalz wurde in waBrigem Ammoniak gelést, die Lésung mit 
2n-Schwefelsiure angesiuert und die freie Fettsiure mit Benzin (35—50°) aus- 
geschiittelt. Die gewaschene und getrocknete Lésung wurde im N-Strom zur 
Trockne eingedampft. Die Bestimmung der NZ der bei Handwirme schmelzenden, 
in Nadeln kristallisierenden Saure ergab: 

60,14 mg Sbst. verbrauchten zur. Neutralisation 2,354 ccm n/10-KOH (Ind. 
Phenolphthalein). 

C,,H30,: NZ ber.: 220,5, gef.: 219,6. 

Mol.-Gew. ber.: 254,4, gef.: 255,5. 

Die bromometrisch ausgefiihrte JZ-Bestimmung?®) ergab einen die berechnete 
JZ (99,8) iibersteigenden Wert, was mit der sehr geringen Einwage zusammen- 
hangeri dirfte. 

Die Fettséure aus der Esterpartie B wurde in gleicher Weise behandelt. Die 
iiber ihr Silbersalz gereinigte Saure war ebenfalls fest und ungesattigt. Auch ihre 
JZ-Bestimmung ergab einen zu hohen Wert. Die NZ liegt der einer ungesattigten 
Fettsiure mit 18 C-Atomen nahe. 

16,40 mg Sbst. verbrauchten zur Neutralisation 0,579 com n/10-KOH (Ind. 
Phenolphthalein). 

C. O,: NZ ber.: 198,63, gef.: 198,1. 

wate! dew, ber: 28845. gef.: 283,2. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft Berlin danke ich 
aufrichtig fiir die leihweise Uberlassung eines Gitterme8-Spektroskopes 
nach Léwe-Schumm. 


8) J. Tischer, diese Z. 289, 257 (1936); 267, 281 (1941). 
§) St. Korpdczy, Fette u. Seifen 50, 385 (1943). 
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Uber die biologische Bedeutung und Synthese von Sulfonsdure- 
Analoga der Pimelinsaéure 


Von .- 
G. Ivanovies und L. Vargha 
(Aus dem allg. pathologischen und bakteriologischen Institut der Kgl. Ungar. Horthy Miklés-Univer- 
sitét, Szeged und aus dem Organ.-chem. Institut d. Kgl. Ungar. Ferenc Jézsef-Universitat, Kolozsv4r) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Mai 1944) 


Im Jahre 1937 beobachtete J.H.Mueller!) die wachstums- 
férdernde Wirkung der Pimelinsiure (1) auf gewisse Diphtherienstimme. 
Besonders an zwei Stimmen (N. I. H. Park 8 und Allen) war der Effekt 
schon in sehr kleinen Konzentrationen deutlich. An einem aus Casein- 
Hydrolysat bereitetem Niahrboden war das Wachstum in Gegenwart 
von Pimelinséure (1 y pro 10 cem Nihrboden) fiinfmal iippiger, als in 
den Kontrollversuchen, wihrend bei einem anderen Park 8-Stamm 
die Siure véllig wirkungslos blieb. Mueller hat die Pimelinsiure aus 
Leberautolysat bzw. Kuhharn isoliert?) und somit bewiesen, daB sie 
auch im Kérper héherer Tiere vorkommt. Infolge dieser Beobachtungen 
wurde die Pimelinsiure als Wuchsstoff auch fiir andere Mikroorganismen 
verwendet?). Diese Versuche konnten aber den akzessorischen *Cha- 
rakter der Pimelinsiéure nicht einwandfrei beweisen. Die Tatsache, daB 
‘Pimelinsiure nur auf gewisse Bakterienstimme wachstumsfordernd 
wirkt, kénnte man damit erkliiren, daB sie von anderen Bakterien even- 
tuell selbst erzeugt wird, oder aber sie hat keine allgemeinere Bedeutung 
fiir die Entwicklung von Mikroorganismen. 

Um einer Lésung des Problems niher zu kommen, dachten wir uns 
an die Ergebnisse der Untersuchungen von R. Kuhn und Mitarbeiter‘) 
mit p-Aminobenzoesiure und Sulfanilsiure bzw. Pantothensaure und 
Sulfopantothensiure anlehnen zu kénnen. Wenn namlich Pimelinsiure 
als Vitamin fiir das Bakterienwachstum unentbehrlich ist, war es auf 
Grund der erwihnten Untersuchungen zu erwarten, daB ihre Sulfosiure- 
Analoga als ,,Antivitamine“ in geeigneten Konzentrationen das Wachs- 
tum hemmen werden. 

Es wurden daher die folgenden aliphatischen Sulfosiiuren und 
Sulfamide der Priifung unterworfen: n-Pentan-1,5-disulfosiure (II), 


1) J. H. Mueller, Proc. Soc. exp. biol. Med. 86, 706 (1937). 

2) J. Bakt. 84, 163 (1937). 

3) H. Mc. Ilwain, Brit. Jour. exp. Path. 21, 25 (1940); D. W. Wooley, 
J. exp. Med. 78, 487 (1941); G. IvA4novics u. Z. Edllés, Zbl. f. Bakt. Orig. I. 
150, 385 (1943); L. Rane u. J. Subbarow, J. Bakt. 40, 695 (1940); H. Isbell, 
J. Biol. Chem. 144, 567 (1942). 
4) R. Kuhn, Die Chemie 55, 4 (1942). 
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n-Pentan-1,5-disulfamid (ITI), ¢-Sulfo-n-capronsiéure (IV), ¢-Sulfamido- 
n-capronsaure (V). Von diesen Verbindungen waren II und III in der 
Literatur schon beschrieben. II wurde von Clutterbuck und Cohen‘) 
durch Einwirkung von Natriumsulfit auf 1,5-Dichlorpentan, III aus 
II durch Phosphorpentachlorid und nachheriger Behandlung des ge- 
bildeten Sulfochlorids mit Ammoniak dargestellt. Wir stellten die 
beiden Verbindungen II und III nach der Methode von Johnson und 
Sprague® her, welehe im allgemeinen schneller zum Ziele fiihrt und 
bessere Ausbeuten liefert. Das als Zwischenprodukt benétigte salzsaure 
Salz des Pentamethylen-1,5-diisothiocarbamids (VI) war schon bekannt’). 
Durch Behandlung von VI in waBriger Lésung mit Chlor erhielten wir 
in 90% Ausbeute das Pentamethylen-1,5-disulfochlorid, aus dem sich 
mit Wasser II, mit Ammoniak III bildeten. 


I. HOOC(CH,),COOH II. HO,S(CH,),S0,H —_III. H,NO,S(CH,),SO,NH, 
IV. HO,S(CH,),COOH V. H,NO,S(CH,),COOH 
VI. H,NC(:NH)S(CH,),S(HN :)CNH, 
VII. HSCH,(CH,),COOH VIII. [- SCH,(CH,),COOH}, IX. C10,S(CH,), COOH 
X. H,NC(:NH)S(CH,),COOH XI. (CH,),NO,S(CH,),COOH. 


Zur Synthese von IV und V wihlten wir eine von P. A. Levene, 
T.Mori und L.A.Mikeska® zur Darstellung von Sulfofettsiuren 
aufgefundene Methode. Die genannten Forscher behandelten Mercapto- 
fettsiuren in wiBriger Lésung mit Chlor, wobei Sulfochloride entstanden. 
Derselben Methode bedienten sich neuestens Kiégl und Mitarbeiter®) 
bei der Darstellung der «, 8-Dimethyl-y-sulfo-n-buttersiure und «- 
Isopropyl-f-sulfo-propionsiure, welche mit IV isomer sind. Zur Syn- 
these von-IV und V brauchten wir als Ausgangsmaterial die noch un- 
bekannte ¢-Mercapto-n-capronsiure (VII). Diese Verbindung lieB sich 
aus ¢-Brom-n-capronsiure!®) durch UmsetZung mit waBriger Kalium- 
hydrosulfid leicht erhalten. Bei der Behandlung von VII mit Chlor 
in waBriger Lésung entstand jedoch nur das Disulfid VIII. SErst_ als 
wir die Oxydation mit Chlor in Eisessig-Lésung ausfiihrten,erhielten 
wir das gewiinschte n-Capronsiure-e-sulfochlorid (IX) in 80%iger Aus- 
beute. Dasselbe Sulfochlorid konnte auch iiber das salzsaure Salz des 
n-Capronsiure-e-isothiocarbamids (X) nach Johnson und Sprague® 
mit befriedigender Ausbeute hergestellt werden. Aus dem Sulfochlorid 
IX erhielten wir schlieBlich durch Hydrolyse mit Wasser die ¢-Sulfo- 


5) Journ. chem. Soc. London 121, 120 (1922). 

6) J. Amer. chem. Soc. 58, 1348 (1936). 

7) Sin’iti Kawai, Tatsuo Hosono, Joshio Shikinami u. Shunychi 
Jonechi, C. 1931, II, 1693. 

8) J. of Biol. Chem. 76, 344 (1927). 

®) F. Kégl, J. H. Verbeek, H. Erxleben u. W. A. J. Borg, H. 279, 
121 (1943). - 

10) C, S. Marvel, D. W. MacCorquodale, F. E. Kendall u. W. A. La- 
zier, J. Amer. chem. Soc. 46, 2838 (1924). 
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n-capronsdure (IV) und durch Umsetzung mit Ammoniak die ¢-Sulf- 
amido-n-capronsaure (V). IV ist ein dliges Produkt, ihr Dinatriumsalz, 
V und das Dimethylsulfamid (XI) konnten aber kristallin erhalten 
werden. 

Zum Nachweis der Pimelinsiiure-Wirkung haben wir 13 verschie- 
dene Diphtherie-Stamme (mitis, gravis und intermedius) untersucht, 
unter diesen konnten jedoch nur zwei [solche gravis-Stamme] gefunden 
werden, deren Wachstum durch die Pimelinsiure gesteigert wurde. 
Auch bei diesen Stiéimmen war die Wachstumszunahme gegeniiber den 
Kontrollziichtungen ziemlich gering. Beim Stamme Nr. 151 erhielten 
wir in Gegenwart von Pimelinsiure in den einzelnen Versuchen um 
14—27%, beim Nr. 8560 10—19% gréBere Mengen Bakterien, als in 
den Kontrollversuchen. Diese Zunahme konnte aber schon bei sehr 
kleinen Pimelinsiurekonzentrationen beobachtet werden: 0,2 y pro 
15 cem Niahrboden bedingten schon maximales Wachstum. 

Die Sulfosiure-Analoga der Pimelinsiure und die Sulfamide iibten 
nicht einmal in recht hohen Konzentrationen (40 mg%) eine hemmende 
Wirkung auf das Wachstum der erwihnten Diphtherien-Stémme aus. 
Es konnte infolge der bedeutenden Versuchsfehler nicht entschieden 
werden, ob etwa Pimelinsiure durch ihre Sulfosiure-Analoga ersetzt 
werden kann. Die Sulfosiuren II und IV bzw. ihre Sulfamide waren 
auf das Wachstum von anderen Bakterien gleichfalls ohne EinfluB. Sie 
hemmten Coli in Glukose-Ammoniumsalz-, Staphylococcus aureus, 
Streptococcus haemolyticus (Gruppe B) in Casein-Hydrolysat-Nahr- 
béden nicht einmal in Mol./100-Konzentrationen. Auch die Atmung 
von gewaschenen Coli-Suspensionen wurde durch Pimelinsaure und ihre 
Sulfosiure-Analoga weder gesteigert noch gehemmt. 

Diese Beobachtungen sprechen dafiir, daB die Pimelinsiure selbst, 
deren geringfiigiger ,,Bios‘‘-Charakter sich fiir zwei Diphtheriestiémme 
zwar auch von uns feststellen lie’, im Bakterienstoffwechsel keine un- 
mittelbare Rolle spielt. Es scheint uns wahrscheinlicher, daB sie eine 
Vorstufe oder einen Baustein eines unentbehrlichen akzessorischen 
Stoffes bildet. Diese Annahme steht in guter Ubereinstimmung mit 
den im Jahre 1942 veréffentlichten Beobachtungen von du Vigneaud 
und Mitarbeiter’! und von anderen, von denen wir jedoch erst nach 
AbschluB unserer Untersuchungen Kenntnis nehmen konnten. du Vig- 
neaud und Mitarbeiter fanden, da das Wachstum des Allen-Diph- 
theriestammes durch Pimelinsiure deswegen gesteigert wird, weil sie 
die Biotin-Synthese der Zellen erleichtert. Auch die Befunde von Eakin 
und Eakin’, daB namlich die Biotin-Menge in einer Aspergillus niger- 
Kultur in Gegenwart von Pimelinsiure steigt, sind in Einklang mit dem 
Gesagten. Diese Wirkung der Pimelinsiure-gelangt jedoch nicht bei 
allen Mikroorganismen zur Geltung, z. B. das Wachstum von Hefe und 

11) V. du Vigneaud, K. Dittmer, E. Hague u. B. Long, Science 96, 


186 (1942’, 
12) R, E. Eakin u. E. A. Eakin, Science 96, 187 (1942) 
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anderen Biotin benétigenden Pilzen!*) wird von Pimelinsiure nicht 
beeinfluBt. 
Beschreibung der Versuche 


Pentamethylen-1,5-disulfosaures Natrium und Pentamethylen- 
1,5-disulfamid aus Pentamethylen-1,5-diisothiocarbamid. Man sattigt 
die Lésung von 6 g Pentamethylen-1,5-diisothiocarbamid-chlorhydrat’) in 30ccm 
Wasser bei 10° mit Chlor und 1aBt das Reaktionsgemisch 90 Minuten stehen. Dann 
filtriert man das gebildete Pentamethylen-1,5-disulfochlorid’) ab, wascht mit 
Wasser und krystallisiert nach Trocknen in Vakuumexsiccator aus abs. Ather um. 
Ausbeute 87%. Schmp. 65—66°. 

Zur Uberfiihrung des Sulfochlorids in das Dinatriumsalz der Pentamethylen- 
1,5-disulfosiure>) wird es mit Wasser 4 Stunden riickflieBend gekocht, dann die 
gebildete Salzsiure durch Eindampfen verjagt, die filtrierte waBrige Lésung der 
Sulfosaure mit Natronlauge auf Phenolphthalein neutralisiert und zur Trockne 
gebracht. Man erhilt ein farbloses, in Wasser leicht lésliches Krystallpulver. 

Das Pentamethylen-1,5-disulfamid von Schmp. 131° wurde aus dem Sulfo- 
chlorid durch Umsetzen mit waBrigem Ammoniak nach Clutterbuck und Cohen 
erhalten 5). 

Pentamethylen-1,5-disulfodimethylamid. Zu 10ccm einer konz. 
waBrigen Dimethylaminlésung gibt man unter Kiihlen mit Eis 1 g Pentamethylen- 
1,5-disulfochlorid. Nach Beendigung der Reaktion wird das gebildete Dimethyl- 
sulfamid abfiltriert, mit Wasser gewaschen und aus abs. Alkohol umkrystallisiert. 
Es bildet farblose, in Ather schwer lésliche, in hei8em Wasser und Alkohol leicht 
lésliche Krystalle von Schmp. 86°. 

C,H2.0,5,N, (286,4). Ber. C 37,74, H 7,74, N 9,78. 

Gef. C 38,18, H 8,13, N 9,43. 


e-Mercapto-n-capronsaure. 9g ¢-Brom-n-capronsdure!®) werden mit 
einer Lésung von 8g frisch bereitetem Kaliumhydrosulfid in 80 ccm Wasser 
2 ‘Stunden riickflieBend gekocht. Nach Abkiihlen wird die Lésung mit Schwefel- 
séure angesiuert, das dlig ausgefallene Mercaptan in Ather aufgenommen und mit 
wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Nach Abdestillieren des Athers erhalt man 
das Mercaptan als farblose, in Wasser schwer ldsliche Fliissigkeit, welche unter 
13 mm Druck bei 155—157° siedet. Ausbeute 80%. 
n-Capronsdure-e, e-disulfid. Man suspendiert 1,4g ¢-Mercapto-n- 
capronsdure in 6 ccm Wasser und leitet bei 15° unter Riihren bis zur Sattigung 
Chlor ein. Nach beendeter Reaktion filtriert man das gebildete Disulfid ab und 
krystallisiert aus hei8em Wasser um. Man erhalt farblose Krystalle von Schmp. 83°. 
Ausbeute 75%. Dasselbe Disulfid kann aus dem Mercaptan auch durch Oxydation 
mit Wasserstoffperoxyd in waBrig-alkalischer Lésung erhalten werden. 
C,,H..0,8, (294,4). Ber. C 48,97, H 7,48. 
Gef. C 49,06, H 7,28. 


n-Capronsaure-¢-isothiocarbamid-hydrochlorid. Man erhitzt ein 
Gemisch aquimolekularer Mengen von Thiocarbamid und e-Brom-n-capronsiure 
in der 2fachen Gewichtsmenge Amylalkohol 3 Stunden auf 140—150° und destil- 
liert den Amylalkohol nach Abkihlen ab. Der erhaltene sirupése Riickstand 
(Hydrobromid) wird in wenig Wasser gelést und die Lisung bis zur Rétung des 
Phenolphthaleinpapiers mit Natronlauge versetzt. Dann wird der ausgeschiedene 
Niederschlag (Base) abfiltriert, in verd. Salzsiure gelést und die Lésyng zur 
Trockne gebracht. Das erhaltene salzsdure Salz wird zur Reini in wenig Alko- 
hol gelést und mit Ather gefallt. Es ist eine farblose, krystalline Substanz, leicht 
léslich in Wasser und Alkohol, unldslich in Ather. Schmp. 106°. Ausbeute 65%. 

C,H,,0,N,SCl (226,7). Ber. C 37,12, H 6,63, N 12,38. 

Gef. C 37,21, H 6,47, N 12,48. 


18) W. J. Robbins u. R. Ma, Science 96, 187 (1942). 
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n-Capronsaure-e-sulfochlorid. 1. Aus ¢-Mercapto-n-capronsaure: Man 
sattigt eine Lésung von 7 g ¢-Mercapto-n-capronsdure in 70 ccm Eisessig bei 15° 
mit Chlor. Nach 3stiindigem Stehen destilliert man den Eisessig in Vakuum ab 
und krystallisiert den Riickstand aus Petrolither um. Ausbeute 80%. Schmp. 58°. 
2. Aus n-Capronsaure-e-thiocarbamid: In eine Lésung von 4g Thioharn- 
stoffderivat in 20ccm Wasser leitet man bei 15° bis zur Sattigung Chlor ein. Nach 
einer Stunde wird das entstandene Sulfochlorid abfiltriert, mit kaltem Wasser ge- 
waschen, getrocknet und aus Chloroform mit Petrolather umgelést. Man erbalt 
die Substanz in farblosen, in Wasser schwer, in organischen Lésungsmitteln leicht - 
léslichen Krystallen. Ausbeute 80%. Schmp. 58—59°. 
C,H,,0,S8Cl (214,7). Ber. C 33,57, H 5,17, Cl 16,35. 
Gef. C 33,73, H 5,35, Cl 16,65. 


Dinatriumsalz der ¢e-Sulfo-n-capronsaéure. 6g n-Capronsiure-e- 
sulfochlorid werden mit 60 cem Wasser 2 Stunden unter RiickfluB gekocht. Man 
erhalt die Sulfonséure nach Eintrocknen im Vakuum in Form eines zahen, farb- 
. losen Oles. Zur Darstellung des Natriumsalzes wird die chloridfreie waBrige Lésung 
der Saéure mit Natronlauge auf Phenolphthalein neutralisiert, mit Kohle entfarbt, 
eingetrocknet und aus wenig Wasser durch Zugabe von Alkohol umkrystallisiert. 
Das Salz bildet farblose, in Wasser leicht, in Alkohol schwer lésliche Krystalle. 
Es schmilzt unter 250° nicht. 

C,H,,0;SNa, (240,2). Ber. C 30,00, H 4,16, Na 19,16. 

Gef. C 29,53, H 3,97, Na 18,85. 


n-Capronsaure-e-sulfamid. Man gibt zu 10ccm konz. Ammoniak- 

lésung unter Eiskiihlung und Riihren allmahlich 1 g n-Capronsaure- e-sulfochlorid 

und trocknet die Lésung nach Beendigung der Reaktion ein. Der Riickstand wird 

aus méglichst wenig Aceton durch Zugabe von Chloroform umgelést. Man erhalt 

die Substanz in farblosen Krystallen von Schmp. 105°. Sie ist leicht léslich in 
Aceton und Alkohol, schwer léslich in Benzol. Ausbeute 85%. 
C,H,;0,NS (195,2). Ber. C 36,92, H 6,66, N 7,17. 
Gef. C 37,22, H 6,98, N 7,37. 


Natriumsalz: Aus n-Capronsiure-e-sulfamid durch Neutralisieren der 
waRrigen Lésung mit Natronlauge und Eindampfen. Das Salz kann aus 90% igem 
Alkohol durch Zugabe von Ather umgeldst werden. Es ist eine farblose, in Wasser 
leicht, in 96% igem Alkohol schwer lésliche Substanz, sie schmilzt unter 250° nicht. 

C,H,,0,NSNa (272,2). Ber. C 33,18, H 5,53, N 6,465. 

Gef. C 32,95, H 5,87, N 6,03. 

n-Capronsaure-eé-sulfodimethylamid. Zu 10ccm einer konz. waB- 
rigen Dimethylaminlésung fiigt man unter Kiihlen 1g n-Capronséure- e-sulfo- 
chlorid. Nach Beendigung der Reaktion wird die Lésung mit Salzsiure angesauert, 
eingedampft und der Riickstand mit Ather extrahiert. Nach Trocknen und Ein- 
dampfen der Atherlésung erhalt man die Substanz in farblosen Kiystallen. Sie 
wird aus Benzol umkrystallisiert. Die Substanz ist leicht léslich in Alkohol, Aceton 
und Ather, sie schmilzt bei 94°. 

C,H,,0,NS (223,3). Ber. C 43,04, H 7,62, N 6,27. 

Gef. C 43,25, H 7,52, N 6,34. 


Beschreibung der bakteriologischen Versuche 


Zur Ziichtung der Diphtheriebacillen wurde der von Mueller angegebene, 
aus Caseinhydrolysat bereitete Nahrboden verwendet, jedoch mit dem Unter- 
schied, daB wir das EiweiB statt mit Salzsiure mit Schwefelsiure hydrolisierten. 
Eine ——— von 50 g Casein in 250 com 4 n-Schwefelséure wurden 2 Stunden 
auf dem Wasserbade, dann 6 Stunden auf dem Sandbad erhitzt. Aus dem Hydro- 
lysat entfernte man die Schwefelsiure durch Fallen mit Bariumhydroxyd. Der so 
gewonnene Nahrboden wurde zu je 15 ccm in 20100 mm Zentrifugenrdhren 
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sterilisiert und dann mit 0,1 ccm Alkohol, 10 y £-Alanin und 10 y Nikotinsaiure 
versetzt. Manche Staémme wuchsen auf diesem Nahrboden nur nach Zugabe von 
2y Pantothensaure. 

Diphtheriebacillen kénnen auf diesem Nahrboden nur durch Impfen mit 
einer gréBeren Anzahl von Bakterien geziichtet werden. Wir impften die Nahr- 
lésung aus einer Léffler-Ziichtung und verwendeten eine sehr kleine Menge aus 
der sich in 24 Stunden entwickelten Membran als Inoculum. Einige Versuche 
wurden auch derart ausgefiihrt, daB man mit viel Wasser wiederholt ausgekochte, 
dann mit aus einer Léffler-Ziichtung bereiteten, dicken Suspension durchtrankte 
Korkstiicke von etwa 1 mm* TeilchengréBe auf die Oberfliche des Nahrbodens 
streute. Die Bakterien wurden béi 37° bzw. bei 34° 7 Tage geziichtet. Die Ziich- 
tungstemperatur war ohne wesentlichen Einflu8 auf die Versuchsergebnisse. Nach 
Beendigung der Ziichtung hielt man die Réhre 20 Minuten im Dampfstrom, zen- 
trifugierte hierauf die Bakterien ab und wusch sie zweimal mit Salzwasser aus. 
Vom Bodenabsatz wurde dann in einem Kjeldahl-Kolben der Stickstoffgehalt be- 
stimmt. Die Ergebnisse der Analysen werden in den Tabellen I und II wieder- 

egeben, 

¥ Die Wirkung der Sulfosiuren und Sulfamiden auf Bacterium coli wurde auf 
einem nach Sahyun und Mitarbeiter '*), die auf Staphylococcus aureus und 
Streptococcus haemolyticus (Gruppe B) auf einem aus Caseinhydrolysat bereite- 


Tabelle I 


Die Wirkung der Pimelinséiure und ihrer Suifosiure-Analoga auf 
das Wachstum des Diphtheria gravis-Stammes von Nr. 151 














Versuchs- | Pimelinséure | Sulfosaiure, Sulf- : , N-Durch- 
Nr. in y amid Sticketoff in mg schnitt, mg 
I 0 0 1,60, 1,62, 1,58 1,60 
I 1 0 1,66, 2,04 1,85 
I 0,2 0 1,87, 1,91 1,89 
I 0 III., 500 y 1,72, 1,82 77 
I 0 III.,. 23 y 1,86, 1,60 1,73 
I 0 aT}, Lby 1,54, 1,64 1,59 
II 0 0 2,09, 2,07 2,08 
II 0 V., 6mg 1,80, 1,80 1,80 
II 0 V., 250 y 1,66, 1,80 1,73 
II 0 , ly 1,86 1,86 
Til 0 3,02, 2,69 2,85 
III 2 0 3,23, 3,32, 3,55 3,37 
III 0 IIl., 6 mg 2,85, 3,08, 2,85 2,93 
Ill 0 IIl., 6y 2,98, 3,27 3,13 
Til 0 IV., 6mg 3,46, 3,15 3,30 
III 0 IV., 6y 3,20, 2,61 2,90 
III 0 V., 6 mg 3,40 3,40 
III 0 V., 6y 2,78, 2,74 2,76 
III 0 II., 6 mg 3,00, 2,86 2,93 
III 0 IL., 6y 3,04, 2,75 2,89 
IV 0 0 1,74, 1,68 1,71 
IV 1,0 0 2,51, 2,45 2,48 
IV 0 III., 12 y 2,03, 1,92 1,97 
V 0 0 2,17, 2,33 2,25 
Vv 5 0 3,11, 2,94 3,02 
V 0 II., 12 mg 3,43, 2,43 2,93 








14) M. Sahyun, P. Beard, E. W. Schultz, J. Snow u. E. Gross, J. inf. 
Dis. (Am) 58, 28 (1936). 
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Tabelle II 


Die Wirkung der Pimelinsdure und ihrer Sulfosiure-Analoga auf 
das Wachstum des Diphtheria gravis-Stammes Nr. 8560 














ragga —— Sulf Stickstoff in mg N — 
0 0 2,94, 3,04, 3,00 2,09 
5 0 3,45, 3,23, 3,20 3,29 
0 III., 6 mg 2,70, 2,96, 3,06 2,90 
0 IV., 6 mg 3,22, 2,60 2,91 
0 V., 6 mg 3,22, 3,10, 3,00 3,11 
0 IL, 6 mg 3,14, 2,92 3,03 





tem halbsynthetischen Nahrboden untersucht'>). Zur Impfung der 5 ccm Nahr- 
boden enthaltenden Reagenzréhren wurden etwa 5—10000 Mikroorganismen ver- 
wendet. 

Fir die chemisch-experimentelle Mitarbeit danken wir Herrn cand. chem. 
L. Czerm&k (Kolozsvar), fiir die Ausfiihrung der Mikroanalysen Fri. Dr. Z. 
Gy 6rffy (Kolozsv4r). 

15) G.Ivd4novics, Zeitschr. f. Immunforschg. 101, 58 (1941); G. Iva- 
novics u. Z. Eéllés, Zbl. f. Bakt. Orig. I 150, 383 (1943). 


Zur Kettentheorie desmolytischer Fermentreaktionen 
Zugleich III. Mitt.: Zur biologischen Oxydation der Oxalsiure 
Von 
Wilhelm Franke 
(Unter experimenteller Mitarbeit von Dora Siewerdt-Kibat) 

Mit 12 Figuren im Text 
(Aus dem Institut fiir org.-chem. Technologie und Garungschemie der Universitat Wiirzburg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juni 1944) 


I. Zur Frage des kettenmaB8igen Ablaufs von Enzymreaktionen 

In zwei ,vorausgehenden Mitteilungen’) war bereits darauf hinge- 
wiesen worden, daB die Oxalodehydrase sowohl der Moose als auch der 
Samenpflanzen in offenbar spezifischer Weise von Stoffen gehemmt 
wird, die in der Literatur schon linger als ,,Antioxygene“ [im Sinne 
von Moureu- Dufraisse?*)] oder als ,,Inhibitoren“ typischer Ketten- 
reaktionen [im Sinne Backstréms*)] bekannt sind. Es handelte 


4) I. Mitt.: W. Franke u. K. Hasse, diese Z. 249, 231 (1937); II. Mitt.: 
W. Franke, F. Schumann u. B. Banerjee, diese Z. 278, 24 (1943). 
*) Chem. Rev. 8, 113 (1926); m_ and Ind. 47, 819 (1928). 


7 Inauguraldiss. Uppsala (192 
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sich hier um Stoffe wie Hydrochinon, Chinon und gewisse chinoide Farb- 
stoffe, Diphenylamin, Kaliumjodid (bzw. Jod) u. a. Diese Beobach- 
tungen waren insofern von grundsiitzlichem Interesse, als in der Frage 
des Auftretens von Reaktionsketten bei Enzymreaktionen immer noch 
keine Klirung erfolgt ist. 

Als erste haben wohl F. Haber und R. Willstatter‘) das Prinzip der durch 
einen unpaarigen Elektroneniibergang ausgelésten ,,Radikalketten“ auf organi- 
sche und enzymatische Prozesse angewandt. Nach ihrer Auffassung ware beispiels- 
weise der enzymatische Ubergang eines Aldehyds in die entsprechende Saure etwa 
folgendermaBen zu formulieren (Radikale mit * bezeichnet): 


CH, - CHO + Enzym —- CH, - CO* + Monodesoxyenzym +H (I) 
CH, - CO* + CH, - CH(OH), + O, —> 2CH,- COOH + H,O + OH* = (II) 
OH* + CH, -CHO —-CH,-CO* + H,O usw. (III) 


Trotz der groBen Beachtung, welche die Radikalkettentheorie anfangs fand, 
hat sie sich doch nicht durchsetzen kénnen. Ganz abgesehen davon, daB alle Ein- 
wande, die sich gegen die Wielandsche Dehydrierungstheorie in ihrer (heute auf- 
gegebenen) strengen Form erheben lassen, auch fiir die Primarreaktionen der 
Kettentheorie galten, sind auch sonstige schwere Bedenken gegen sie gedéuBert 
worden, so u. a. in der Frage der Fermentspezifitat und der Energetik der 
Primarreaktion 5) *). Auf die Schwierigkeit, die darin liegt, daB bei der Wirkung 
sowohl der Katalase und Peroxydase als auch der Oxydasen und aeroben De- 
hydrasen stets das gleiche Radikal OH* anzunehmen ware, haben zum Teil schon 
Haber und Willstatter selbst, ferner J. B.S. Haldane>), W. Franke’) u. a. 
hingewiesen. 

Nach G.-M. Schwab, B. Rosenfeld und L. Rudolph’), welche die Hemm- 
barkeit der Katalasewirkung mit derjenigen der H,O,-Photolyse und verschiedener 
Autoxydationsreaktionen verglichen, kann ,,eine Stiitze fiir die Ansicht, daB die 
Hemmungskérper bei allen betrachteten Reaktionen an einem identischen Ketten- 
triger angreifen, trotz der Ubereinstimmung, die in groBen Ziigen besteht, an- 
gesichts der groBen Unterschiede in diesen Versuchen wohl nicht erblickt werden“. 
,,80 bleibt durchaus noch Raum fiir die Annahme, daB der Verlauf der Ketten- 
reaktion, wofern eine solche vorliegt, spezifisch und durch den Mechanismus ihrer 
Auslésung bedingt ist.“ 

Fast gleichzeitig versuchte D. Richter®) der aufgezeigten Schwierigkeiten 
durch die Annahme von Energieketten (nach Christiansen®)] an Stelle der 
Radikalketten Herr zu werden. Trotz der — zum Teil in ihrer Unbestimmtheit 
liegenden — Vorteile der Energiekettenvorstellung gelang Richter?) die experi- 
mentelle Verifizierung ihres Grundgedankens, wiederum am Fall der Katalase, 
nicht in der erwarteten Weise. ,,Ein Vergleich der. Inhibitorwirkung auf die photo- 
chemische und die enzymatische Reaktion zeigte, daB die Enzymreaktion relativ 
unempfindlich gegeniiber der Inhibitorwirkung ist und daher offenbar nicht die 
Bildung von Reaktionsketten von dem Typ in sich schlieBt, wie er bei der photo- 
chemischen Zersetzung vorkommt.“ 


4) B. 64, 2844 (1931). 

5) Nature 180, 61 (1932). 

6) W. Franke bei H. v. Euler, Die Katalasen und die Enzyme der Oxyda- 
tion und Reduktion, S. 267f. (Miinchen 1934). 

7) B. 66, 661 (1933). 

8) Nature 129, 870 (1932). 

%) Neueste Zusammenfassung bei G.-M. Schwab, Handbuch der Katalase I, 
S. 244f. (Wien 1941). 

10) J. Chem. Soc. 1934, 1219. 
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Eine neuere, rein formale, auf molekularstatistischer Grundlage gefiihrte 
Argumentation fiir den Kettencharakter der Katalasereaktion kann — nament- 
lich in Anbetracht zugegebener Diskrepanzen hinsichtlich der StoBausbeute — 
nicht als stichhaltig angesehen werden"); dies um so weniger, als die von Zeile und 
Hellstrém?*) Jahre zuvor eindeutig nachgewiesene Proportionalitat zwischen 
Hamingehalt und Katalaseaktivitat der Kettenvorstellung geopfert und das Eisen 
lieber als Verunreinigung betrachtet wird '*). 

Ungeachtet der fritheren Ablehnung taucht auch in neuester Zeit die Radi- 
kalkettentheorie in einer durch die Kinbeziehung der inzwischen konstitutiv 
aufgeklarten prosthetischen Fermentgruppen und Cofermente modernisierten Form 
wieder auf‘), 

Prinzipiell muB die entscheidende Natur des Schritts betont werden, 
den jede strenge Form der Kettentheorie fordert, nimlich fast den 
gesamten Stoffumsatz von der Enzymoberflaiche abzulésen und in 
die Lésung zu verlegen. 

Nachdem eine nichtenzymatische, sowohl photochemische wie 
rein chemische Aktivierung der Oxalsiure lange bekannt und auch 
in neuerer Zeit in vielfacher Richtung bearbeitet worden war, schien 
es uns von Interesse, einmal enzymatische und nichtenzymatische Reak- 
tion hinsichtlich Hemmbarkeit eingehender zu vergleichen. Als sich hier 

ein gewisser Parallelismus in der BeeinfluBbarkeit zeigte, wurde auch 
die in aihnlicher Weise hemmbare enzymatische und nichtenzymatische 
Oxydation der ungesattigten Fettsiuren sowie die fermentativ 
und chemisch katalysierte Hydroperoxydzersetzung in den Kreis 
der Untersuchung gezogen. SchlieBlich wurde noch, um die Spezifitat 
der beobachteten Hemmungen klarzulegen, in Reihenversuchen eine 
Anzahl von Dehydrasen — die Untersuchung von Oxydasen (und 
Peroxydase) eriibrigte sich schon auf Grund von deren bekannter Sub- 
stratspezifitit — vergleichend gepriift. Die Priifung erstreckte sich 
sowohl auf eine Reihe der Oxaldehydrase verwandter Aerodehy- 
drasen'>) (Glucose-, d-Aminosiure-, Diamin- und Xanthindehydrase) 
als auch Anaerodehydrasen') (Succinodehydrase, Lacticodehy- 
drasen des ‘Muskels und der Hefe). 


II. Versuchsmethodik 


1, Reaktionsmessung: | 


Die unter O,-Verbrauch verlaufenden Reaktionen wurden durch 
manometriscghe Messung der O,-Aufnahme nach der Warburg-Technik in 
Luft entweder bei 30° oder 37° verfolgt. 

Bei der Oxalsiureoxydation begniigten wir uns wieder — infolge der 
schon in den beiden vorausgehenden Mitteilungen’) erwahnten methodischen 

11) E. A. Moelwyn-Hughes, Erg. Enzymforsch. 6, 23 (1937); vgl. auch 
Beitrag in Nord-Weidenhagen, Handbuch der Enzymol. I, S. 220f. (Leipzig 
1940). 

12) Diese Z. 192, 171 (1930); 195, 39 (1931). . 

18) Ganz abgesehen davon werden in der zitierten Monographie (1937) offen- 
sichtlich Katalase und Peroxydase verwechselt bzw. fir identisch gehalten. 

14) W. A. Waters, Trans. Faraday Soc. 839, 140 (1943). 

15) Zur Nomenklatur vgl. z. B. W. Franke, Angew. Chemie 58, 580 (1940). 
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Schwierigkeiten — mit der Messung der Differenz (CO,—O,). Da mit gereinigtem 
Ferment bzw. Mangansalz als Katalysator gearbeitet wurde, galt im wesentlichen 
die Reaktionsgleichung H,C,0,+ O, = H,0,+ 2C0O,, nach der (CO,—O,) mit 
dem reinen O,-Verbrauch volumenmaBig annahernd zusammenfallt. 

Die Verfolgung der H,O,-Spaltung geschah bei 20° bzw. 30° hauptsichlich 
manometrisch durch Messung des 0, -Ubeedracks, anfangs auch jodometrisch 
durch Bestimmung des zu verschiedenen Zeiten jeweils noch vorhandenen H,0,. 

Bei O,-verbratichenden Vorgangen wird als MaB der Reaktionsge- 
schwindigkeit bzw. der Enzymaktivitat, soweit nicht direkt gemessene 
O,-Aufnahmen (bzw. we ee mitgeteilt werden, im folgenden meist 

: se i cmm O, 
die ,,AtmungsgréBe Qo = aa aay x WL. (bzw. Qo0,0,) angegeben. Als 
Geschwindigkeitsma8 der H,O,-Spaltung dient die Angabe der zu bestimmten 
Zeiten entwickelten O,-Menge (in cmm) bzw. des H,O,-Schwunds (in ccm n/10); 
k 


AktivitatsmaB ist der Katalasefaktor (nach v. Euler) Kat f = 
(k = monomol. Reaktionskonstante bei pq 7 und 0,015 m-H,0,). 

Anaerobe Dehydrierungsreaktionen wurden nach der Thunberg- 
schen Methylenblaumethodik untersucht, wobei in iiblicher Weise als (reziprokes) 
GeschwindigkeitsmaB die Entfarbungszeit ¢ fungierte. 





g Enzym/50 gem 


2. Enzympraparate 


a) Oxalodehydrase. Aus dem Laubmoos Hylocomium triquetrum wurde 
im allgemeinen durch Wasserextraktion, Befreiung von Verunreinigungen bei 
pH 4, Ammonsulfatfaillung und Dialyse gereinigtes Enzym dargestellt. [Naheres 
II. Mitt.]. Die hohen Aktivitaten des aus oberbayrischen Moosvorkommen isolierten 
Ferments (Qc0, -0, bis 5200) konnten mit mainfrankischem Material nicht mehr 
erreicht werden (Qoo,_o, etwa 1500). 

Eine Versuchsreihe lief auch mit dem Desmoenzym (Blattpulver) aus Sauer- 
ampfer (Rumex acetosella); Qo, = 14. 

b) Lipoxydase wurde nach Vorschrift von H. Siillmann**) durch Wasser- 
extraktion ven entfettetem Sojabohnenpulver und anschlieBende Dialyse des 
Extrakts erhalten. Qo, = 60 —115 (mit Linolensaure), 

c) Katalase wurde nach einer neueren Angabe’) aus Pferdeleber durch 
Wasserextraktion, Befreiung von Hamoglobin und Begleiteiwei8 (durch Alkohol 
und Chloroform) und Dialyse dargestellt. Kat f = 3160. 

d) Glucose(aero)dehydrase erhielten wir nach W. Franke**) aus dem ge- 
mahlenen Mycel von Asp. niger durch Na,HPO,-Extraktion, Einengen des Ex- 
trakts im Vakuum, Dialyse und Alkohol-Atherfallung. Qo, = 145. 

°) d-Aminosiéuredehydrase wurde nach Negelein und Brémel”) durch 
Pyrophosphatextraktion aus Acetonniere des Schweins isoliert und nach Be- 
freiung von verunreinigendem Protein bei pg 5,1 durch Ammonsulfatfallung 
(Sattigungsgrad 0,4) weiter gereinigt. Qo = 127 (mit Alanin). 

f) Diaminodehydrase (Histaminase) erhielten wir durch Phosphatextraktion 
{pH 7,2) aus frischer Schweineniere und Halbsattigung des Extrakts mit Ammon- 
sulfat ®°). Qo, = 3,3 (mit Putréscin). 


16) Helv. chem. Acta 24, 1360 (1941); 26, 1114, 2253 (1943). 
17) in Bertho-Grassmann, Biochem. Praktikum, 8.190. (Berlin und 
Leipzig 1936). 
) in Bamann-Myrback, Die Methoden der Fermentforschung III, S. 2386 
(Leipzig 1941). 
19) Biochem. Z. 300, 225 (1939). 
20) N. R. Stephenson, J. Biol. Chem. 149, 169 (1943). 
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Pop Xanthindehydrase-Praparat diente, wegen der bekannten O,- bzw. 
ed — gereinigten (katalasefreien) Enzyms*?) **), rohe Vollmilch. 


sere aecnuiennne wurde nach J. Lehmann’**) 24) durch Extraktion von 

mit dest. Wasser wiederholt gewaschenem Pferdeherzbrei mit m/15-Na,HPO,- 
erhalten. Wahrend diese Fermentlésung zu den Acceptorversuchen mit 

Methylenblau diente, wurde eine aerobe Versuchsreihe wegen der bekannten 
Schiittelempfindlichkeit von Succinodehydraselésungen [Literatur 1. c.*), 8. 521] 
mit einer gewaschenen und durch die Latapie- Mihle getriebenen Herzmuskel- 
suspension ausgefiihrt. Qo = 35 

i) Lacticodehydrase war im oben erwahnten Phosphatextrakt ays Pferde- 
herz gleichfalls in guter Aktivitat — im wesentlichen in Form des Apoferments — 
enthalten**). Die Apodehydrase wurde durch Zusatz von Codehydrase I aus Hefe 
(Reinheitsgrad 0,4) komplettiert. 

k) Lacticodehydrase aus Hefe gelangte in Form eines tiber Nacht bei 4° im 
Schnelldialysator gegen dest. Wasser dialysierten Lebedew-Safts zur Unter- 
suchung. Coenzymzusatz eriibrigt sich bekanntlich in diesem Falle*#), 


3. Hemmstoffe 


Die durchweg angewandte Hemmstoffkonzentration war m/500, bei Hemm- 
stoffen von Farbstoffcharakter m/2500. Zumeist kam eine Standardreihe von In- 
hibitoren zur Anwendung, die folgende Glieder umfaBte: 


a) 1. Phenol b) 11. 2,6-Dichlorpbenol-indophenol (0,668 V) 
2, Brenzcatechin 12. Thionin (0,062 V) 
3. Hydrochinon 13. Methylenblau (0,011 V) 
4, Chinon 14, Pyocyanin (—0,034 V) 
5. Resorcin 15. Indigotetrasulfonat (—0,070 V) 
6. ol 16. Phenosafranin (—0,230 V) 
7. Phloroglucin 
8. Phenylhydrazin 
9. Diphenylamin 
10. Kaliumjodid. ' 

In den Figg. 1—12 des Versuchsteils entsprechen den Zahlen stets die Hemm- 

stoffe der obigen Liste 


Bei den Farbstoffen ist in Klammer das Redoxpotential fiir pH 7 an- 
gegeben. Die Hemmstoffe der Reihe a wurden in m/100-waBriger Lésung gehalten 
mit Ausnahme des Diphenylamins, das — zum Teil als Suspension — in einer 10% 
Alkohol enthaltenden Lésung zu den Ansitzen gefiigt . Von den Farbstoffen 
der ‘Reihe b wurden m/500-Lésungen hergestellt, deren Gehalt durch Titration 
mit n/100-TiCl,-Lésung in Gegenwart von Natriumcitrat gepriift wurde*®). 


Ill, Versuchsergebnisse 


A. Veugieieh der Hemmbarkeit von enzymatischer und nichtenzymatischer 
Umsetzung desselben Substrats 


1. Oxalsiuredehydrierung 


Wahrend iiber die Hemmbarkeit der Oxalodehydrase durch 
typische Antioxygene bisher nur die in der Einleitung erwahnten mehr 


21) M. Dixon, Biochem. J.19, 506 (1925). 

22) H. Wieland u. Mitarb., Liebigs Ann. 477, 32 (1929); 488, 217 (1930). 

23) Skand. Arch. Physiol. 58, 45 (1930). 

*4) Vgl. W. Franke, Diese Z. 280, 76 (1944). 

24a) B. Andersson, Diese Z. 217, 186 (1933). — E. Adler u. M. Michaelis, 
Diese Z. 285, 154 (1935). 

25) I. M. Kolthoff, Die MaBanalyse II, S. 467 (Berlin 1928). 
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zufalligen Einzelbeobachtungen vorliegen, ist iiber die Desaktivierung 
der chemisch aktivierten Oxalsiure eingehender und z.T. systema- 
tisch gearbeitet worden”*), 27). 

Die Aktivierung wurde dabei nach dem Vorgange von Oberhauser und 
Mitarbeitern™*) durch Zugabe kleiner Mengen eines Oxydationsmittels (KMn0O,, 
a + So See, . &. Ps ausgelést, das Ausma8 der Aktivierung durch die HgCl- 

ung. aus HCl, gemessen. Die Inhibitorwirkung wurde an der Verringe- 
rn a ae HgCl-Bildung zu bestimmter Zeit festgestellt. In dieser Weise hat ins- 
besondere K. Weber**) eine Reihe von Phenolen (Phenol, o-Kresol, o-Nitro- 
phenol, F So a A YS Brenzcatechin, Hydrochinon), Chinonen (Benzo-, 
Tolu-, Thymochinon) und chinoiden Farbstoffen bekannten Redoxpotentials 
(Thionin, Nilblau, Indigosulfonate, Phenosafranin, Neutralrot) auf ihr Hem- 
mungsvermégen gepriift. Wieland und Zilg?’) stellten erginzend die Inhibitor- 
wirkung von Resorcin, Pyrogallol und Jod fest. K. Weber hat auch schon bei 
chemisch nahe verwandten Stoffen lineare Beziehung zwischen sog. ,,Halbwerts- 
konzentration“ des Inhibitors und dessen Redoxpotential beobachtet und dies im 
Sinne der E. Baurschen Sensibilisierungs-Desensibilisierungstheorie®) gedeutet, 
welche die durch Fremdstoffe bewirkte Umwandlung der Aktivierungsenergie in 
kinetische Translati gie als einen reversiblen molekularen Oxydoreduktions- 
prozeB betrachtet. 

DaB es sich bei der Reduktion von HgCl, durch ,,anoxydierte‘ 
Oxalsaure tatsichlich um eine Kettenreaktion handelt, ist schon von 
Oberhauser**) durch den Vergleich mit der bestimmt als kettenbildend 
erkannten photochemisch aktivierten Oxalsiure*®) wahrscheinlich ge- 
macht worden. In die gleiche Richtung weisen neuere Versuche einerseits 
von B. Dain, W. Baschtawenko und A. Schwarz®®), andrerseits von 
K. v. Baczko und E. Schréer*?) iiber die Reaktion der Mn-aktivierten 
Oxalsaure mit O,, die im wesentlichen nach H,C,0, + O, = 2CO, + H,0, 
verléuft®*) und fiir welche die russischen und die deutschen Autoren 
unterschiedliche Radikalkettenniechanismen in Vorschlag bringen. 

War aber die nichtenzymatische Oxalsiureoxydation grundsitz- 
lich als Kettenreaktion erkannt, dann sprach gleichartiges Verhalten 
der Fermentreaktion gegeniiber einer Inhibitorenreihe fiir das Auf- 
treten von Ketten auch beim enzymatischen Vorgang. Dieser Punkt 


wurde zuerst gepriift. 
a) Enzymversuche. Der Normalansatz dieser Versuche war: 


lecm Enzyml (aus Moos), 

lecm a Px 3,2, 

lcecm m/40-Oxalsa 

l ccm m/100-Hemmstott (bzw. m/500-Farbstoff), 
lccm H,0. 


2) K. Weber, Z. physik. Chem. (B) 25, 363 (1934); (4) 172, 459 (1935); 
Z. Elektrochem. 48, 633 (1941). — K. Weber u. A. Reéek, B. 70, 407 (1937). 

27) H. Wieland u. W. Zilg, Liebigs Ann. 580, 257 (19: 37). 

28) F. Oberhauser u. W. Hensin 7 Ny B. 61, 521’ (1928). — F. Ober- 
hauser u. J. Schormiiller, Liebigs Ann. 470, 111 (1929). 





29) Helv. chim. Acta 12, 793 (1929); Z. physik. Ch Chem. (B) 16, 465 (1932). 
30) G. Kornfeld, Z. Elektrochem. 84, 598 (1928). 

308) Acta physicochim. URSS 9, 649° (1938). 

31) Z. Elektrochem. 47, 801 (1941). 

32) H. F. Launer, J. Amer. chem. Soc. 55, 865 (1933). 
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Nach Temperaturausgleich bei 30° wurde die Reaktion durch Zukippen der 
Oxalsaure aus dem Seitenansatz in Gang gebracht (¢ = 0). 

Infolge der Besonderheiten der Reaktionskinetik des Moosferments (s. 
I. Mitt.) muBte darauf geachtet werden, daB die Hemmungen in ein Gebiet fielen, 
in dem wenigstens annahernde Proportionalitét zwischen Reaktionsgeschwindig- 
keit und Enzymkonzentration vorlag. Dies war z. B. bei der Versuchsreihe der 
Fig. 1 der Fall, in der 0,3 mg Enzym (Qc0,-0, = 1460) in 1,0 cem zur Anwendung 
gelangten, wahrend bei Verringerung der Enzymmenge folgende Uberdrucke nach 
60 Minuten beobachtet wurden: 








ccm Enazym | ecmm (CO, — O,) beob. | cmm (CO, — O,) ber. 
1,0 380 (380) 
0,75 287 285 
0,50 180 190 
0,25 75 95 





In einer einzelnen Versuchsreihe kam auch das Desmoenzym des Sauer- 
ampfers zur Untersuchung. (Naheres II. Mitt.) Hier war der Ansatz: 


100 mg Blattpulver (aus Rumex acetosella), 
3ccm m/10-KH,PO,, 
leem m-K,C,0,, 
lcem m/100-Hemmstoff (bzw. m/500-Farbstoff). 


b) Nichtenzymatische Versuche. Hier war der iibliche 


Ansatz: 
lcem n/50-KMn0O,, 
lccem m/10-Oxalsaure, 
lcem m/100-Hemmstoff (bzw. m/500-Farbstoff), 
2ccm H,0. 


KMnO, und Oxalsaure durften hier zuerst 10 Minuten bei 30° ohne Schiitteln 
miteinander reagieren, wobei weitgehende Entfarbung eintrat. Dann erst wurde 
der Hemmstoff zugekippt und mit dem Schiitteln begonnen (¢ = 0). Bei diesem 
Verfahren ging zwar ein Teil (20—30%) der Anfangsaktivitét der Oxalsaure bis 
zum eigentlichen Versuchsbeginn verloren, doch wurde andrerseits die viel sté- 
rendere Oxydation der zum Teil empfindlichen Inhibitoren durch KMn0O, weit- 
gehend vermieden. 

Auch bei diesen Versuchen wurde, um die Vergleichbarkeit mit den enzy- 
matischen zu gewahrleisten, auf annihernde Proportionalitat zwischen Umsatz 
und Katalysatormenge geachtet; als Beispiel obiger Ansatz mit variierter KMnO,- 
Menge (¢ = 60 Minuten): 


ccm n/50-KMnO, | cemm (CO, — O,) beob. | emm (CO, — O,) ber. 


t 











1,0 310 (310) 
0,6 163 186 
0,3 84 93 


c) Hemmungskurven. In Fig.1. und 2 sind die Ergebnisse 
der enzymatischen und der nichtenzymatischen Versucksreihe mit 
Hemmstoffgruppe a einander gegeniibergestellt. 

Qualitativ laBt sich festste!len, daB simtliche Zusitze in beiden 
Fillen hemmen. Quantitative Ubereinstimmung besteht jedoch 
nicht; insbesondere fallt auf, dab Phenol und die m-Polyphenole 
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die Enzymreaktion viel schwicher hemmen als die rein chemische. Bei 
den iibrigen Inhibitoren ist die gréBenmaBige Ubereinstimmung der 
Hemmungen immerhin beachtlich, wenn man die maBige Reproduzier- 
baikeit der Versuche, sowie die groBen Unterschiede hinsichtlich Kine- 
tik und Katalysatornatur — hier EiweiBferment, dort einfaches Mangan- 
salz — im Auge behilt. 

Da die chemisch ausgeléste Reaktion rascher abklingt als die enzymatische, 


wird die Analogie der Hemmungskurven bei kurzen Versuchszeiten (<15 Min.) 
deutlicher als bei langeren. 


_ _Bei der Fermentreaktion wird man im besonderen mit einer teilweisen 
Bindung der Inhibitoren entweder an Ferment- oder verunreinigendes Protein zu 
denken haben. Im letzteren Falle ware — im Sinne der Kettenvorstellung — mit 
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Fig. 1. Fig. 2. 


Fig. 1. Oxalsiure, enzymatisch aktiviert (QCO,—O, = 1460). Hemmstoffgruppe a. 
Fig. 2. Oxalséure, mit KMnO, aktiviert. Hemmstoffgruppe a. 


einer partiellen Aufhebung der Hemmung zu rechnen; diese kann auch im ersteren 
Falle eintreten, kann aber auch durch direkte Hemmung des Enzyms kompensiert 
bzw. tiberkompensiert werden. Uber die Affinitéten zwischen Hemmstoff und Ei- 
weiBkérper wissen wir im Einzelfalle nichts. 

Der Reinheitsgrad der Enzymlésung kénnte sich im Falle einer Ketten- 
reaktion auch noch dahin auswirken, daB die durch hochmolekulare bzw. makro- 
skopische Verunreinigungen bedingte Vermehrung der ,,inneren Oberflichen“ zu 
Verkiirzung der Ketten und damit geringerer Wirkung der zugesetzten Inhibitoren 
fihrt. (Naheres 8S. 171 ff.) 

Durch diese Annahmen lieBe sich erklaren, daB bei Verwendung unreinerer 
Enzympraparate die Hemmungen im allgemeinen kleiner sind. 


In Tab. I sind die prozentischen Reaktionshemmungen nach 30 Mi- 
nuten fiir drei verschiedene Fermentpriparate, namlich 
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1. Desmoenzym aus Sauerampfer (Qco,-o, = 14, Einsatz 100 mg), 
2. Lyoenzym aus Moos (Qoo,-0, = 157, Einsatz 8;3 mg), 
3. Lyoenzym aus Moos (Qoo,-0, = 1460, Hinsatz 0,3 mg), 

den Hemmungsgraden bei der rein chemischen Katalyse gegentiber- 


gestellt. 























Tabelle 1 
% Hemmung 
Hemmstoft Rumexenzym | peasant ——-” 
2c0,—0, 200, —0, 200, =. = 1270 (3650) ") 
a) Phenol. ..... 20 25 39 67 
Brenzcatechin . 75 87 83 94 
Hydrochinon . 95 97 93 83 
Ae 90 56 86 65 
Preuned ee Mee ~0 16 43 76 
; 75 47 91 86 
oo es 15 11 13 67 
ee: ci — 59 63 83 
Diphenylamin. . . 30 46 63 60 
Kaliumjodid**) . . 45 95 86 70 
b) Dichlorphenolindo- 
a ee 33 90 85 -66 
oe ee _— 88 75 56 
Methyleabiax SA — 57 49 66 
Pyocyanin .... 25 43 55 60 





In der Mehrzahl der Fille nehmen- die Hemmungen mit der Rein- 


heit des Fermentpraparats zu. 
Die Wirkung der Farbstoff-Inhibitoren auf Ferment- und Metall- 


salz-Katalyse zeigen in erweiterter Form Fig. 3 und 4. Der Enzyman- 
satz enthielt 12 mg Enzym von Qoo,-o0, = 115. 

Samtliche gepriiften Farbstoffe hemmen, wenn auch in sehr ver- 
schiedenem AusmaBe und in verschiedener Abstufung, in den beiden 
Reaktionen*®). Bemerkenswert ist insbesondere, daB gerade bei der 
Enzymreaktion sich die Hemmungseffekte strikt an die Abstufung 


33) Errechnet aus dem 15 Min.-Wert von cmm ee, O,) a) mit dem Gewicht 
des KMn0,, b) (eingeklammert) mit dem Gewicht des Mn. 

34) Bei allen Reaktionen in quantitativ gleicher Weise hemmt auch waBrige 
J weer y gleicher Konzentration. 

35) Bei dieser Gelegenheit wurden mit simtlichen Farbstoffen und che- 
misch aktivierter Oxalsiure Acceptorversuche nach Thunberg gemacht. Selbst 
nach vielen Stunden trat in keinem Falle Entfairbung ein, was dem Resultat der 
friiheren Enzymversuche (I. und II. Mitt.) entsprach. Die in der Mitteilung von 
Oberhauser und Schormiiller™) ohne Belege gemachte Angabe ,,Methylenblau 
wird glatt entfarbt, und zwar in noch ausgepragterem MaBe als Thunberg an- 
gibt“, muB als irrig angesehen werden. 

Dagegen gelang es in den iiblichen Ansitzen leicht, mit enzymatisch 
(in O,-Gegenwart) ,,anoxydierter Oxalsiure Hg(l,- Reduktion zu HgCl zu er- 
erhalten, besonders wenn vor der Sublimatzugabe das aerob gebildete H,O, 
durch Katalasezusatz gréBtenteils zerstért worden war. 
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des Redoxpotentials (S. 166) halten und mit letzterem stark zunehmen, 
was im Sinne der frjiher erwihnten Vorstellungen von E. Baur®) und 
K. Weber*) (S. 167) gut als Desaktivierungsvorgang interpretiert 
werden kam. Eine rein chemische Beeinflussung des Enzyms gerade 
in dieser Reihenfolge ist bei der sehr unterschiedlichen chemischen Natur 
der Farbstoffe®) viel unwahrscheinlicher. Bei der chemisch ausgelésten 
Oxalsiureoxydation tritt die Potentialabhingigkeit des Hemmungs- 
effekts, wenn such vorhanden, doch weniger iiberzeugend in Erscheinung; 
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Fig. 8. Fig. 4. 
Fig. 3. Oxalefure, enzymatisch aktiviert (QCO,;—O, = 115). Hemmstoffgruppe b. 
Fig. 4. Oxalsure, mit KMn0O, aktiviert. Hemmstoffgruppe b. 


vor allem fallt das Indigotetrasulfonat aus der Reihe, was aber 
schon von Weber) fiir die Gesamtreihe der Indigosulfonate gegeniiber 
anderen Kiipenfarbstoffén gezeigt worden war. 

DaB auch bei Annahme eines Kettenmechanismus ‘nicht alle 
Hemmungen der Fermentreaktion auf dessen Stérung zuriickgefiihrt 
werden kénnen, zeigen Versuche mit einigen Stoffen, die spezifisch 
den enzymatischen Vorgang hemmen-und nicht oder nur wenig die 
chemische Katalyse. Als derartige Stoffe erwiesen sich in der Kon- 
zentration m/500 Natriumnitrat'), Natriumfluorid und Mono- 
jodacetat, von denen zum mindesten die beiden letzteren als typische 
Enzymgifte bekannt sind*’) und wohl auch im vorliegenden Fall direkt 

Sad i K. Stern, Tab. biol. period. 5, 5 (Den 1934). 

a vel sean z. B. bei W. rnuke in e v. Euler, De Katalasen 
und die Enzyme O tion und Reduktion, S. 365ff. (Mtinchen 1934); ferner 
Th. Bersin in Nord-Weidenhagen, Handbuch der Enzymol. I, S, 154 (Leip- 
zig 1940). 
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am Enzym angreifen diirften*®). In Tab. 2 sind die prozentischen Hem- 
mungen der enzymatischen und der nichtenzymatischen Reaktion 
einander gegeniibergestellt. 
Tabelle 2 

% Hemmung 


Hemmstoff Enzymreaktion 
“ = 193 | Chemische Reaktion 

















NaNO,..... 90 0 
2 92 23 
CH,J+COONa. . 87 24 


2. Oxydation ungesattigter Fettsduren 


Die bei Untersuchung der Oxalsiureoxydation erhaltenen Ergeb- 
nisse hatten zum wenigsten qualitativ die Auffassung gestiitzt, daB 


beim enzymatischen ebenso wie beim chemisch ausgelésten Vorgang ' 


Reaktionsketten ablaufen. Auf der Suche nach weiteren ahnlich beein- 
fluBbaren Reaktionspaaren stieBen wir auf die Autoxydation der 
ungesattigten Fettsauren. Fiir sie hatte u.a. W. Franke**) schon 
vor langerer Zeit gezeigt, dafs sie durch Polyphenole, Chinone, Jod 
usw. stark hemmbar ist. Andrerseits hat H. Siillmann*®) kiirzlich 
gefunden, daB eine aus Sojabohnen extrahierbare, von ihm‘) und 
amerikanischen Forschern*?), 4%), 44) in den letzten Jahren viel unter- 
suchte ,, Lipoxydase“ durch Phenolkérper in ahnlicher Weise zu beein- 
flussen ist. Da eine quantitative Untersuchung beider Reaktionen 
unter annahernd vergleichbaren Bedingungen noch nicht vorlag, wurde 
sie bei dieser Gelegenheit durchgefiihrt. 
a) Den Enzymversuchen (bei 30°) lag folgender Ansatz zu- 

grunde: 

leccm Enzymlésung (= 22 mg), 

lcem m/5-Phosphatpuffer py 6,3, 

lecem m/10-Na-Linolenat, 

lecem m/100-Hemmstoff (bzw. m/500-Farbstoff), 

leem H,0. 


Die gleichzeitige nichtenzymatische Autoxydation der Linolenséure machte 
héchstens 10%, in den friiheren Reaktionsphasen sogar noch weniger aus. An- 


38) In einigen nachtraglich ausgefiihrten Experimenten fanden wir, daB in 
gewissem Sinne auch der Farbstoff Nilblau hierher gehért; er hemmt — trotz 
seines niedrigen Potentials von —0,116 V bei pq 7 — in der Konzentration m/2500 
die Enzymreaktion zu 95%, die chemische nur zu 60%. 

39) Liebigs Ann. 498, 129 (1932). — Vgl. Literaturzusammenstellung bei 
K. C. Bailey, The retardation of chem. reactions, 8. 179ff. (London 1937). 

40) Helv. chim. Acta 26, 1114 (1943). 

41) Helv. chim. Acta 24, 465, 646, 1360 (1941); 26, 2263 (1943). 

42) J.B. Sumner u. Mitarb., Enzymol. 7, 130 (1939); J. Biol. Chem. 184, 
531 (1940). 

43) H. Tauber, J. Am. chem. Soc. 62, 2251 (1940). 

44) H. H. Strain, J. Am. chem. Soc. 68, 3542 (1941). 
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naihernde Proportionalitét zwischen Enzymkonzentration und Umsatzgeschwindig- 
ag iy ; zum Beleg die O,-Aufnahmen nach 60 Min. mit einem Enzym von 
= ): 








ccm Knzym emm Q,beob. | cmm 0, ber. 
“oe 607 (607) 
0,75 425 455 
0,50 298 303 
0,25 123 151 





b) Nichtenzymatische Versuche von vergleichbarer Ge- 
schwindigkeit wurden mit Co(NO;), als Katalysator durchgefiihrt. Der 
Ansatz (bei 30°) war: 

l ccm m/500-Co(NO,)., 
lccm m/1-Acetatpuffer py 4,7, 


lccm m/10-Na-Linolenat, 
lecm m/100-Hemmstoff (bzw. m/500-Farbstoff), 


lccm H,O. 
, Die Reproduzierbarkeit der Reaktion war, wie schon friher*®®) unter ab- 
weichenden etianwene: festgestellt, schlecht. ,,Entfesselungen‘‘ kamen des 6fte- 


ren vor (was ja gerade fiir viele Kettenreaktionen bezeichnend ist). Abhangigkeit 
des Umsatzes nach 30 Min. von der Katalysatorkonzentration: 








ecm m/500-Co(NO;), | ccm O, beob. ccm Oy, ber. 
1,0 170 (170) 
0,75 152 128 
0,50 82 85 
0,25 43 43 





c) Hemmungskurven. Fig. 5 und 6 zeigen das Verhalten der 
Hemmstoffgruppe a, Fig. 7 und 8 dasjenige einiger Vertreter der Farb- 
stoffgruppe b. 

Im groBen ganzen kehren ahnliche Verhiltnisse wie im Falle der 
Oxalsiure wieder: weitgehende qualitative Ubereinstimmung beider 
Reaktionen bei erheblichen quantitativen Differenzen. Ein quantitativer 
Vergleich ist aber bei der (schon ungehemmt) recht launischen Fett- 
séiureoxydation noch schwerer méglich als bei der Oxalsiurehydrierung, 
da das Ausma8 der Hemmung von allerhand Nebenfaktoren z. B. der 
absoluten Reaktionsgeschwindigkeit, dem Alter der Substratlisung 
u. dgl. abhingt. Auch werden einzelne Hemmstoffe, wie schon an der 
Verfarbung der Lésungen erkenntlich (z. B. Pyrogallol, Brenzcatechin, 
Hydrochinon), stérker in die Oxydation mit hereingezogen als andere, 
wobei diese (schwermetallempfindliche) Polyphenoloxydation keines- 
wegs in beiden Fallen mit gleicher Intensitét zu verlaufen braucht und 
iiber die hemmende Wirksamkeit der Oxydationsprodukte ja zudem 
nichts bekannt ist. 


4*) Die Qo,-Werte bei Lipoxydase sind wegen des zeitlich abfallenden 
O,-Verbrauchs aus den 5 Min.-Ablesungen berechnet. 
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Fig. 5. 
Fig. 5. Linolens&ure, enzymatisch aktiviert (QO, = 65). ication. 
Fig. 6. Linolsiure, mit CO(NO,), aktiviert. Hemmstoffgruppe a. 
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Fig. 7. Fig. 8. 
Fig. 7. Linolensdure, enzymatisch aktiviert (QO, = 88). Hemmstoffgruppe b. 
Fig. 8. Linolens&ure, mit Co(NO,), aktiviert. Hemmstoffgruppe b. 


Auf Einzelheiten der Hemmungsbilder einzugehen lohnt in diesem Zusammen- 
por nicht. Erwahnt sei nur das Verhalten des Kaliumjodids, das die enzymati- 

sche Reaktion wenig hemmt, Se ee Geringer ist 
die — auch von ‘Sailmanné*) festgestellte — Beschleunigung durch Phloro- 
glucin, das andrerseits den Enzymvorgang betrachtlich hemmt. 
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Die Farbstoffhemmungen lassen sich infolge des ganz verschiedenen Kur- 
ventyps bei beiden Reaktionen an sich schon schwer vergleichen. Hier wird bei 
der chemischen Aktivierung die Potentialreihe eingehalten, wihrend bei der 
Enzymreaktion Pyocyanin herausfallt, vielleicht wieder durch spezifische 
Blockierung des Enzyms (vgl. hierzu Histaminase 8. 165). 


3. Hydroperoxydspaltung 

Uber die Hemmung der Katalasewirkung durch eine Reihe von 
Inhibitoren liegen die beiden schon friiher (S. 163) erwahnten Arbeiten 
yon Schwab und Mitarbeitern und von Richter vor. Uber die ent- 
sprechende Hemmbarkeit einer Modellkatalyse, und zwar mit 
‘Hamatin, hat nur Richter‘) einige Versuche ausgefiihrt. 
ins Danach waren die fiir 50% ige Hemmung erforderlichen molaren Konzen- 

rationen 





bei Leberkatalase | bei Hamatin 











an Phenol ........ 10,9 - 10-* 25,0 - 10-8 
an Brenzcatechin .... . 7,4- 10-8 2,1- 10-8 
an Resorcin. ....... 1,7- 10-3 0,8 - 10-8 


also auch hier gréBenmaBig vergleichbare, im einzelnen aber recht verschiedene 
Hemmungseffekte bei Enzym- und Modellreaktion. 

Wir versuchten die Hemmbarkeit von Reaktionen beiderlei Art 
auf etwas breiterer Basis zu vergleichen. Dabei stérte allerdings der 
schon von Richter erwaihnte Umstand, da8 — im Gegensatz zur streng 
wirkungsspezifischen Katalase — die eisenhaltigen Modellkatalysatoren 
neben der H,0,-spaltenden stets auch eine mehr oder weniger groBe 
,peroxydatische“ gegeniiber phenolischen oder chinoiden Hemmstoffen 
aufwiesen. j 

Besonders stérend trat dieser Peroxydase-Effekt bei den zuerst ausgefiihrten 
Versuchen in Erscheinung, in denen der H,O,-Schwund jodometrisch verfolgt 
wurde, da hier ja stets die Summe von katalatisch und peroxydatisch umgesetztem 
H,0, erfaBt wurde. Dementeprechend wurden auf diese Weise mit verschiedenen 
notorischen Inhibitoren nur geringe, bisweilen (z. B. mit Hydrochinon) iiberhaupt 
— Reaktionsverzdgerungen beobachtet. Erst als zur manometrischen Ver- 

der H,0,-Spaltung ibergegangen wurde, wurden befriedigendere Resultate 
pe Der Einheitlichkeit halber wurde auch die Fermentreaktion, fiir die die jodo- 
metrische Messung an sich zulassig ist, nach der manometrischen Methode verfolgt. 


a) Fir die Enzymversuche galt folgender Ansatz (bei 20°)*): 
1 ccm Katalaselésung (= 0,02 mg, Kat f 3160), 
0,5 com m/15-Phosphatpuffer pq 7, 
1 ccm m/13-H,0,, 
1 ccm m/100- emmatoff (bzw. m/500-Farbstoff), 
1,5 com H,0. 

Die bei Katalase in weitem Bereich gefundene Proportionalitat zwischen 
Umsategeschwindigkeit und Enzymkonzentration braucht als bekannt hier nicht 
eigens belegt zu werden. 

b) Nichtenzymatische Versuche. Von den zahlreichen in 
Frage kommenden Katalysatoren wurde Kaliumferrocyanid ge- 


45) Dem tblichen Ansatz fir die Bestimmung von Kat f (bei 0°) nachgebildet. 
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wahlt; einmal, weil hier ein von der aktiven Himingruppe der Kata- 
lase chemisch stark abweichender Verbindungstyp vorlag, dann auch, 
weil sich nach den jodometrischen Vorversuchen die peroxydatische 
Wirkung immer noch als wesentlich geringer erwiesen hatte als die des 
Hamins (in Na,HPO, gelést)*). 
Der Ansatz der bei 30° laufenden Versuche war: 
lecm m/50-K,FeCy,, 


lecm m/13-H,0,, 
lccm m/100-Hemmstoff (bzw. m/500-Farbstoff), 
2ccm H,0. 
iy 
E 
§ 
500 
400 
500 
200 
100 

















0 5 30 4 60 
Min — 





Fig. 9. Fig. 10. 
Fig. 9. H,O,, enzymatisch aktiviert (Kat / = 3160). Hemmstoffgruppe a. 
Fig. 10. H,O,, mit K,FeCy, aktiviert. Hemmstoffgruppe a. 


Eine Versuchsreihe wurde auch mit dem tiefroten bestandigen Fe! -Tri- 
aa«’-dipyridyl-Komplex‘’), dessen erhebliche katalatische Wirksamkeit bei 
friheren unveréffentlichten Komplexstudien**) aufgefallen war, ausgefiihrt. An- 
satz: 1 ccm m/200-Fe(Dipyr.),SO,, 1 ccm m/2H,O,, 1ccm m/100- bzw. m/500- 
Hemmstoff, 2com H,O; T = 20°. Die (manometrisch aufgenommenen) Hem- 
mungskurven zeigten mit wenigen Ausnahmen (Diphenylamin, Phenol, Resorcin, 
Phloroglucin) stark juacatalyetien Typus, indem die zum Teil betracht- 
lichen Anfangshemmungen bei etwas lingeren Versuchszeiten (> 15 Min.) stark 
nachlieBen, teilweise ganz verschwanden; vermutlich handelt es sich um allmah- 
lichen peroxydatischen Umsatz gerade der leichter oxydierbaren Inhibitoren. 


c) Hemmungskurven. Den Einflu8 der Hemmstoffgruppe a 
auf Katalasereaktion und. Modellkatalyse mit K,FeCy, zeigen Fig. 9 
und 10, den einiger Farbstoffe aus Gruppe b Fig. 11 und 12. 


ss wan hierzu R. Kuhn u. L. Brann, (B) 59, 2370 (1926); Diese Z. 168, 
47) F, Blau, Monatsh. Chemie 19, 647 (1898). 
“) Vgl. W. Franke, Liebigs ‘Ann. 486, 242 (1981). 
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Auch hier ist, zum wenigsten in Gruppe a, die Ubereinstimmung 
der Hemmungen qualitativ befriedigend, wenngleich im einzelnen 
Abstufungsunterschiede vorkommen. Bei Gruppe b fillt die geringe 
BeeinfluB8barkeit der Katalasereaktion im Vergleich zur rein chemischen 
Katalyse auf. 

In beiden Fallen werden allerdings die Farbstoffe — anscheinend mit Aus- 
nahme des Indophenols — zum Teil oxydiert bzw. entfarbt. Méglicherweise sind 


quantitative Unterschiede in dieser Nebenreaktion fiir das verschiedene AusmaB 
der Hemmungen verantwortlich. 
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Fig. 11. Fig. 12. 


Fig. 11. H,O,,enzymatisch aktiviert (Kat f = 3160). Hemmstoffgruppe b. 
Fig. 12. H,O,, mit K,FeCy, aktiviert. Hemmstoffgruppe b. 


Um die Abhangigkeit der HemmungsgréBen von der chemischen 
Natur des Katalysators darzutun, sind in Tab. 3 die proz. Hemmungen 
von Katalasereaktion, Fe!-Tri-dipyridyl- und Kaliumferro- 














Tabelle 3 
% Hemm 
Hemmstoff 7 on 
-| Katalase | Fe(Dipyr.),SO, | K,FeCy, 
Phenol ..... 34 25 5 
Brenzcatechin . . 60 88 92 
Hydrochinon. . . 82 65 76 
Chinon ..... 24 51 54 
Resorcin. .... 75 44 54 
Fo er mares 63 90 93 
P lucin... 60 70 92 
Phenylhydrazin. . 65 — 72 
Diphenylamin . . 21 21 10 
Kaliumjodid . . . 5 0 + 
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cyanid-Katalyse einander gegeniibergestellt. Um nach Méglichkeit 
maximale Hemmungsgrade miteinander zu vergleichen, wurden bei 
der Fe™-Tri-dipyridyl-Katalyse die 10 Min.-Werte, bei den beiden 
anderen Reaktionen die 30 Min.-Werte zugrunde gelegt. Die beim 
Dipyridylkomplex beobachteten Hemmungswerte liegen meist zwischen 
den fiir Ferrocyanid und Katalase gefundenen. 


B. BeeinfluSbarkeit weiterer enzymatischer Reaktionen 

Im vorausgehenden war die (zum m‘ndestens qualitativ) gleich- 
artige Hemmbarkeit dreier verschiedener Reaktionen — einer aeroben 
Dehydrierung, einer primaren Peroxydierung und der H,0,-Spaltung — 
sowohl bei enzymatischer wie bei rein chemischer Auslésung dargetan 
worden. Fiir den Falt der Enzymreaktionen, die hier ja in erster 
Linie interessieren, erhob sich als nichste Frage die, ob die Hemmbar- 
keit durch Antioxygene bei Fermenten verwandter Art haufiger, viel- 
leicht allgemein vorkomme oder ob sie einen auf wenige Beispiele be- 
schrinkten Spezialfall darstelle. DaB sie bei Desmolasen allgemein 
vorkime, war allerdings von vornherein unwahrscheinlich, denn Oxy- 
dasen wie die Monophenol-, die o- und die p-Polyphenol-, die Indo- 








Tabelle 4. 
d-Amino- Diaminodehy- 
Enzym —— saure- drase 
ydrase dehydrase | (Histaminase) 
SSS eee Asp. niger Schweine- Schweine- 
. niere niere 
com Enzymlésung ........ 1-(= 10mg) | (= 12mg) 2 (= 60 mg) 
com m/5-Phosphatpuff. ..... . 2 (pq 6,8) _ 0,5 (pg 7) 
com m/15-Phosphatpuff.. .... . “5 1,8 (py 7) = 
ccm Coenzymlésung ....... — — 
ccm m/100-Hemmstoff bzw. 
m/500-Farbstoff ....... 1 1 1 
com m/l-Glucose ........°. 1 — —- 
com m/l-dl-Alann ........ —_— 1,5 — 
cc m/100-Putrescin-dihydrochlorid . — —- 2 
ccm m/20-Xanthin (in 7n/20-NaOH) o — — 
com m/10-Na,-Succinat ..... . — — — 
oom m/10-Na-Lactat ....... — — _ 
com ae lau 1: 5000 (etwa 
a ee -- — — 
Gesamtvolumen ccm ....... 5 5 5,5 
Temperatur ........... 30° 37° 37° 











phenoloxydase wie auch die verwandte Peroxydase sind ja gerade 
auf Phenolkérper als Substrate spezifisch eingestellt. 
Im folgenden wurde der Einflu8 von Antioxygenen auf eine Reihe 


weiterer Oxydationsfermente, vorwiegend vom Typus der der Oxalo- 
dehydrase verwandten (direkt mit O, reagierenden) Aerodehydrasen 
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nebst einigen Anaerodehydrasen, gepriift, da fiir Lipoxydase und 
Katalase keine weiteren Analogiefalle bekannt waren. 

Chemisch handelt es sich bei den Aerodehydrasen der Glucose, der d-Amino- 
sduren, des Xanthins (und der Aldehyde), vielleicht auch derjenigen der Diamine**), 
um Flavinproteide>), bei der Lacticodehydrase des Muskels um ein Pyridin- 
proteid>), wahrend die prosthetischen Gruppen von Succinodehydrase und von 
Lacticodehydrase aus Hefe nech unbekannt sind “*°), 

Der Raumersparnis halber werden von den folgenden Versuchen 
nur mehr Qo,-Werte bzw. Entfairbungszeiten ohne und mit Hemm- 
stoffzusatz sowie (in Klammern) Hemmungsgrade > 12% mitgeteilt. 

Die des Sfteren zu beobachtenden Reaktionsbeschleunigungen — besser 
nur als »erhéhte O,-Aufnahmen“ (bzw. Entfarbungsgeschwindigkeiten) bezeichnet, 
da nicht immer bekannt ist, ob sie sich auf die eigentliche Enzymreaktion beziehen 
— kénnen verschiedene Ursachen haben, z. B. 1. direkte Oxydation des ,, Inhibitors“ 
durch darauf eingestelltes, verunreinigendes Ferment, Metallspuren u. dgl.; 2. indi- 
rekte ier ect Oxydation des ,, Inhibitors“ (liber intermediir gebildetes H,0,@ ); 

rt de Wirkung eines Redoxsystems (z. B. Chinon-Hydrochinon, Farb- 
stoffe); 4 ivierung des Enzyms durch den zugesetzten Stoff. Von diesen 
Moglichkeiten dad 3 ant 2 und 3 die wichtigsten und am haufigsten realisierten. 

Bei der orientierenden Natur der Versuche sind Hemmungen bzw. 

Beschleunigungen von 10—15% als innerhalb der Fehlergrenzen liegend 











a Versuchsansitze 
y Xanthin- Succinodehydrase Lacticod: aydrase 
e) dehydrase aerob | anaerob | 
Milch Pferdeherz Pferdeherz Hefe 
) 3 (= 370mg) | 0,5 (Muskelbrei) ‘1 (Lésung) 1,5(=30mg) | 1(=17,5 mg) 
(= 100 mg) (= 20 mg) 
) 0,5 (py 7,5) — ond =z — 
2,4 (pq 7,2) 1,2 (px 7,2) 0,8 (pp 7,2 1,5 (py 7,6) 
_ —_— _ 0,2 (=2 mg) — 
1,3 0,8 0,8 2 1 
2 = — = ee 
_ 0,3 0,3 —- — 
me os _— 1 1 
im sae 0,5 0,5 0,5 
6,5 4 4 5 
37¢ 37° 37°. 37° 37° 














48a) KE. A. Zeller, - Stern u. M. Wenk, Helv. chim. Acta 28, 3 (1940). 
_ 48>) Lit. siehe bei W. Franke in Nord- Weidenhagen, Handbuch der 
Enzymol. II, 8. 724. (Lei pis 8 1940). 4 
480) Neuere Untersu von 8. J. Bach, M. Dixon, D. Keilin u. L. G. 
Zervas [Nature149, 21,48 5 1048)) scheinen in Richtung eines Cytochroms zu weisen 
49) D. Keilinu. E. ¥. 


artree, Proc. Roy. Soc. London (B)119, 114, 141 (1986). 
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Tabelle 5. O,-Aufnahmen (Qo,) und Entfarbungs- 
Glucose-aero- | d-Aminosaure- = : Xanthin- 
Hemmstoff dehydrase dehydrase (Histaminase) | ehydrase 
Qo, Q x Qo, Qo, _) 

— 145 127 3,30 1,31 
a) Phenol. ..... 132 135 3,14 1,77 
Brenzcatechin 140 139 3,62 1,84 
Hydrochinon 135 134 3,53 2,80 
Chinon. ..... 153 13 (90) 3,47 1,70 
Resorcin ..... 150 138 3,53 1,54 
P. lol . 170 140 3,96 2,90 
Phloroglucin . . 137 135 3,62 1,44 

Phenylhydrazin . . 133 130 0 (100) 0,71,(46) 
Diphenylamin. . . 137 —50) 4,30 1,30 
Kaliumjodid . 138 155 2,84 (14) 1,30 

b) Dichlorphenol- 

indophenol . 179 131 3,14 1,54 
Thionin. ..... 137 170 2,97 2,14 
Methylenblau . . 157 154 2,81 (15) 2,30 
Pyocyanin 153 122 2,15 (35) 1,77 














zu betrachten. Da im vorliegenden Zusammenhang nur gréBere Hem- 
mungswerte interessierten, werden auch nur diese in-Tab. 5 besonders 
verzeichnet. 

Durchweg wurde in éinem Gebiet gearbeitet, in dem annahernde Pro- 
portionalitét zwischen Reaktionsgeschwindigkeit und Enzymkonzentration be- 
stand, so daB sich die Wiedergabe von Belegen eriibrigt. 

In Tab. 4 sind die mit den einzelnen Enzymen durchgefihrten 
Versuchsansaitze zusammengestellt. Tab.5 bringt Angaben iiber 
die O,-Aufnahmen (Qo,) und Methylenblau-Entfarbungszeiten 
(t) in Gegenwart von Hemmstoffen sowie (eingeklammert) 
Hemmungswerte > 10%. 

In Methylenblauansatzen konnten die Farbstoffe natirlich nicht geprift 


werden, ebensowenig Chinon, da dessen Potential bei pq 7 0,260 V hoher liegt 
als das des Methylenblaus, was einer praktisch vollstandigen Reoxydation ge- 


bildeten Leukomethylenblaus entsprechen wiirde. 


Weitere Angaben zu Tab. 5 finden sich teils in FuBnoten, teils in 
den sich anschlieBenden 


/ 


Bemerkungen zu den einzelnen Enzymen 


1. Glucose-aero-dehydrase zeigt mit keinem der Zusétze eine tiber die 
Fehlergrenzen hinausgehende Reaktionshemmung. 


. 80) Der Alkoholgehalt der Diphenylaminlésung (S. 166) bedingt infolge Sekun- 


—— nahezu Verdoppelung der O,-A 
und 


artree**) friiher gefunden hatten. Kine Hemmungswirkung 


amins kann unter diegen 


berechnet. 


ufnahme, ahnlich wie dies schon Keilin 
des Diphenyl- 


gen nicht. mit Sicherheit festgestellt werden. 
51) Wegen des raschen Abklingens der Reaktion aus dem 16 Min.-Wert be- 
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zeiten (t) in Gegenwart von Hemmstoffen 














Succinodehydrase Lacticodehydrase 
aerob anaerob Herzmuskel Hefe 
Qo,**) t (Min.) t (Min.) t (Min). 
35 953 . 754) 555) 
41,6 11 (18) 8 6 (17) 
40,0 10 7 7 (28) 
39,2 13 (30) 8 5 
17,5 (50) ~— i om 
37,8 11 (18) 7 7 (28) 
31,5 11 (18) 11 (36) 14 (64) 
38,5 7,5 5 456) 
35 12 (25) 8 5 
36,4 10 7 5 
35 8 8 8 (31) 
33.5 — — — 
37.8 = = 23 
37,4 oe -- — 
31,5 — — — 











2. d-Aminoséuredehydrase wird lediglich durch Chinon erheblich ge- 
hemmt; dieser isolierte spezifische Effekt kehrt bei der Succinodehydrase 
wieder’), [Vgl. auch das ahnliche Verhalten von Alkoholdehydrase®*)5*) und 
Carboxylase®) der Hefe. ] 


3. Diaminodehydrase (Histaminase). In die Augen fallend ist nur die 
sehr starke Hemmungswirkung des Phenylhydrazins, die aber schon Werle®?) 
angegeben hat und die ein Spezialfall der generellen Empfindlichkeit der Histami- 
nase gegen Carbonylreagenzien ist*®1) **), Von den (schlecht reproduzierbaren) 
Farbstoffhemmungen verdient nur die regelmaBig beobachtete des Pyocya- 
nins Erwahnung, auf die auch schon Zeller®*) aufmerksam geworden ist. 


4. Xanthindehydrase zeigt gleichfalls als einzige bemerkenswerte Hem- 
mung diejenige durch Phenylhydrazin; vielleicht handelt es sich wiederum um 
die Blockierung einer Carbonylgruppe**). 

Die teilweise sehr erheblichen Mehraufnahmen an Q, in den Versuchen mit 
Zusatzen beziehen sich zum Teil auf Sekunddroxydationen durch H,0, in statu 


52) Bei der Schnelligkeit der Reaktion und der begrenzten Substratmenge 
aus dem 3 Min.-Wert fiir die O,-Aufnahme berechnet. 

58) Entfarbungszeit der substraffreien Kontrolle > 360 Min. 

54) Entfarbungszeit der substratfreien Kontrolle ¢; = 30 Min. 

55) Entfarbungszeit der substratfreien Kontrolle tj = 100 Min. 

§6) Im Phloroglucinansatz sinkt t) auf 24 Min. 

57) H. Wieland u. Mitarb., Liebigs Ann. 477, 1 (1930); 485, 193 (1931). 

58) D. Miller, Biochem. Z. 262, 239 (1933). 

5°) H. Wieland u. O. B. Claren, Liebigs Ann. 509, 182 (1934). 

60) R. Kuhn u. H. Beinert, B. 76, 904 (1943). 

61) Biochem. Z. 304, 201 (1940). 

62) KE. A. Zeller, Helv. chim. Acta 21, 880, 1645 (1938). 

63) Moéglicherweise. gehért hierher auch die bei Inkubation des Ferments 
nachweisbare irreversible HCN-Hemmung [M. Dixon u. D. Keilin, Proc. Roy. 
Soc. (B) 119, 159 (1936). 
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Wilhelm Franke, 


nascendi [Phenolkérper*‘)] — Milch allein zeigt mit diesen Zusitzen keinen er- 
héhten O,-Verbrauch —, zum Teil auf Ubertragerwirkung (Farbstoffe). ——— 
Oxydationen sind bei der Xanthindehydrase bzw. dem Schardinger- m 
seit langem bekannt**) *5), die O,-iibertragende Wirkung des Methylenblaus hat 
beim gleichen Ferment u. a. H. Wieland) festgestellt. 

5. Succinodehydrase. Beim Vergleich der beiden Versuchsreihen sind die 
Unterschiede in Enzymmaterial, Kinctik und Methodik der Versuche zu be- 
ricksichtigen. So ist z. B. die Méglichkeit einer Adsorption der Zusatze bei Ver- 
wend ler Gewebesuspensionen gréBer als bei den Enzymlésungen (vgl. S. 166). 
Im aeroben Ansatz besteht zudem die Méglichkeit einer Oxydation der Zus&tze, 
die im Methylenblauansatz schon aus thermodynamischen Griinden nicht gegeben 
ist®’), Auch ist bei den ziemlich kurzen Entfarb iten der Methylenblau- 
versuche die Reproduzierbarkeit nicht besser als 1—2 Min., was prozentisch schon 
erheblich ins Gewicht fallt. Eine generelle Hemmbarkeit gréBeren AusmaBes kann 
danach auch bei der Succinodehydrase nicht festgestellt werden. 

Von der zuerst durch Wieland®’) beobachteten aeroben Chinonhemmung 
war oben schon die Rede. Der gleiche Autor hat auch bereits gezeigt, daB Hydro- 
chinon die O,-Aufnahme durch Succinat in Gegenwart von Muskelbrei je nach 
den Konzentrationsbedingungen steigern oder erniedrigen kann; es wird dabei 
selbst zum Teil oxydiert. DaB die anaerobe Funktion der Succinodehydrase 
allgemein empfindlicher gegen Hemmstoffe (z. B. unspezifische Narcotica) ist 
als die aerobe, hat Franke*) bei systematischer Durchsicht der Literatur- 
angaben gefunden, ohne daB eine voll befriedigende Erklarung dafiir gegeben 
werden konnte. 

6. Lacticodehydrase. Beim Muskelenzym my nur die Pyrogallol- 
hemmung eindeutig auBerhalb der Fehlergrenze. Beim Hefeferment treten zwar 
weitere, nicht zu vernac igende Hemmungseffekte auf, die aber doch gréBen- 
ordnungsmaBig nicht: in den Bereich der bei den Enzymen der Gruppe A beob- 
achteten reichen. 

Bei dem in den drei letztuntersuchten Beispielen aufgetretenen Beschleuni- 

ekt des Phloroglucins handelt es sich ersichtlich®*) um keine wahre ,,Ak- 
tivierung“, sondern um Donatorwirkung gegeniiber dem Farbstoff, die auch unter 
verinderten Konzentrationsbedingungen mit verschiedenen Enzymlésungen und 
Phloroglucinpraparaten stets zu beobachten war. Da sie ohne Enzym bzw. mit 
gekochtem Enzym nicht auftrat, handelt es sich offenbar um eine Fermentwirkung, 
die bei Gelegenheit naher untersucht werden soll. 





IV. Diskussion und Zusammenfassung 


1. Vergleicht man das Ergebnis der in Abschnitt III B zusammen- 
gestellten Versuche an einer Reihe von Dehydrasen (Aerodehy- 
drasen der Glucose, der d-Aminosiuren, der Diamine und des Xan- 
thins, Anaerodehydrasen der Bernsteinsiure und der Milchsaure) 
mit demjenigen der Versuche des Abschnitts III A (an Oxalo-aero- 
dehydrasé, Lipoxydase und Katalase), dann zeigt sich, daB die 


64) Der zusatzliche O,-Verbrauch ist am gréBten bei den am leichtesten 
oxydierbaren Stoffen (Pyrogallol, Hydrochinon u. 4.). Mit sinkendem nimmt 
der Effekt der GréBe nach stark ab und kebrt sich schlieBlich u. U. ins nteil 
um [vgl. auch F. Bernheim, M. L. Bernheim und H. O. Michel, J. Pharmacol. 
exp. rap. 61, 311 (1937) sowie °*)]. 

*5) D. C. Harrison u. 8. Thurlow, Biochem. J. 19, 175 (1925); 20, 217 
(1926); 28, 982 (1929). 

%) H. Wieland u. Mitarb., Liebigs Ann. 488, 217 (1930); 492, 156 (1931). 

67) W. Franke, Biochem. Z. 258, 280 (1933). 

$8) 1. ¢.*), 8.525 (1934). 
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Hemmbarkeit enzymatischer Oxydations- und Oxydoreduktionsvor- 
gange durch typische ,,Antioxygene‘‘ (vorwiegend von Polyphenol- und 
chinoider Struktur) keineswegs eine allgemeine Erscheinung ist, 
zumal auch die Gruppe der Phenoloxydasen (einschlieBlich Per- 
oxydase) schon ihrer Substratnatur nach nicht zu den hemmbaren 
Fermenten gehért. 

2. In den drei bisher aufgefundenen Fallen hemmbarer Enzym- 
reaktionen erweist sich auch die entsprechende nichtenzymatische 
Reaktion in qualitativ und teilweise auch quantitativ ahnlicher 
Weise der Hemmung zuginglich. Die drei hemmbaren Reaktionen 
zeigen chemisch keine nihere Verwandtschaft: an der Oxalsiure er- 
folgt (unter H,O,-Bildung) eine aerobe Dehydrierung, an den un- 
gesittigten Fettsiuren (primar) eine Peroxydierung™) , am Hydroper- 
oxyd eine (im Prinzip oxydoreduktive) Spaltung. Desgleichen be- 
stehen zwischen den Katalysatoren von chemischer und zugehdriger 
enzymatischer Reaktion zunichst groBe Unterschiede: hier Schwer- 
metallsalz, dort Ferment von Proteinnatur. Selbst im Fall der Kata- 
lase, wo auch das Ferment als Fe-Porphyrin-Proteid erkannt ist, ist 
der Unterschied in der Bindungsform gegeniiber den einfachen Fe- 
Komplexsalzen der chemischen Katalyse immer noch erheblich. 

Es ist auf Grund von Hemmungsversuchen mit HCN, H,S und NaN;‘°) 
nicht unwahrscheinlich, daB auch die Lipoxydase ein Metallproteid ist. Im 
Falle der Oxalodehydrase fehlt fiir diese Annahme bisher jeder Anhaltspunkt’). 

3. Der SchluB, daB die gepriiften Inhibitoren bei den hemmbaren 
Fermentvorgingen Reaktionsketten abbrechen, ist sehr naheliegend, 
wenn auch einstweilen noch nicht zwingend. Ein direkter Angriff 
am Katalysator (etwa durch Komplexbildung oder Adsorption) ist 
chemisch wenig wahrscheinlich, wenn man der Ahnlichkeit des Hem- 
mungsbilds die unterschiedliche Natur der Inhibitoren und die Ver- 
schiedenartigkeit der Katalysatoren in den untersuchten Reaktions- 
paaren entgegenhalt. Im Falle der Oxalséuredehydrierung ist dabei 
noch der Gegensatz zwischen dieser ,,gruppenspezifischen Reaktions- 
hemmung“‘ und der offenbar _ ,,einzelspezifischen Enzymhemmung“ 
durch Stoffe wie NaNO,, NaF, Jodacetat beachtenswert. 

4. Eine Voraussetzung fiir die Annahme eines kettenmaBigen 
Ablaufs von Fermentreaktionen ist natiirlich der Nachweis des ent- 
sprechenden nichtenzymatischen Vorgangs als einer Kettenreak- 
tion®). Trotz einer Reihe von Wahrscheinlichkeitsargumenten ist auch 
dieser Nachweis noch nicht in allen Fallen mit der wiinschenswerten 
Scharfe erbracht. 


688) Unverdffentlichte Versuche an Soja-lipoxydase; zur nichtenzymatischen 
Oxydation vgl. z. B. W. Franke u. D. Jerchel, Liebigs Ann. 538, 46 (1937). 

6) In grindlicher Weise hat H. L. J. Backstr6m (I. c. *), ferner Trans. 
Faraday Soc. 24, 601 (1928); J. Amer. Chem. Soc. 61, 90 (1929); Z. physik. Chem. 
B 25, 99, 122 (1934) am Beispiel der Sulfit- und der Aldehydautoxydation 
durch den Vergleich von Licht- und Dunkelreaktion die Kettennatur auch des 
rein chemischen Vorgangs belegt. 
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Relativ am eingehendsten kann er fiir die Oxalsiureox xydation gefiihrt 
gelten. Hier haben vor allem Oberhauser und Schormiiller®), zum Teil auch 
Weber‘) und Wieland?’), die Analogie im Verhalten des photochemisch und 
des chemisch (oxydativ) aktivierten Oxalsiuremolekiils mehrfach belegt, am iiber- 
zeugendsten wohl durch den Nachweis, da8 sich in peer apn Oxalsaurelésungen 


pro Zeiteinheit aus Fe!-Salz etwa ebensoviele Fe™-Ionen bilden wie aus HgCl, 
HgCl-Molekille, letzteres bekanntlich die bevorzugte Testreaktion fiir chemisch 
aktivierte Oxalsaure (S. 167). DaB bei Bestrahlung pro Lichtquant viele (10—600, 
je nach den Bedingungen) Oxalsiuremolekiile aktiviert werden, war en vorher 
durch G. Kornfeld®*) an der Reduktionswirkung gegeniiber Fe" gezeigt 
worden. Gewichtige reaktionskinetische Argumente fiir das Vorliegen von Radikal- 
ketten beim Umsatz der chemisch aktivierten Oxalsiure mit O, sind ferner neuer- 
dings von Dain, Baschtawenko u. Schwarz*®) und von v. Baczko und 
Schréer*!) vorgebracht worden. 

Etwas weniger eindeutig liegen die Verhaltnisse bei der H,O,-Spaltung. 
Wahrend der Kettencharakter der Lichtreaktion auBer Zweifel steht 1°) 7°) 7), 
kann derjenige der thermischen Reaktion nur aus gewissen kinetischen Analogien, 
z. B. der gleichen charakteristischen Konzentrationsabhangigkeit der Reaktions- 
geschwindigkeit”®)' und der qualitativ zum Teil ahnlichen Hemmbarkeit durch 
einige Inhibitoren erschlossen werden*®). Doch hat Richter darauf hingewiesen, 
daB gewisse Inhibitoren der photochemischen Reaktion (Alkohole, cyclische Basen, 
héhere Fettsiuren) die Himin- (und Enzym-) Katalyse praktisch iiberhaupt nicht 
hemmen, wahrend sich die besonders aktiven Phenolkérper im letzteren Falle 
immer noch um 1—2 GréBenordnungen weniger aktiv erwiesen als im ersteren”*). 
Der Befund ist am zwanglosesten so zu deuten, daB im Gegensatz zu den langen 
Ketten der photochemischen Reaktion in reinem Wasser diejenigen der Dunkel- 
katalyse, vielleicht infolge der gréBeren Komplexitét des Milieus (Salzgehalt 
u. dgl.), relativ kurz sind’). 

Die Lichtempfindlichkeit der Fettsiureautoxydation ist in neuerer 
Zeit wiederholt — wenn auch nie unter exakt physikochemischen Gesichtspunkten 
— untersucht worden”) %5)%), Orientierende Versuche von Rogers jr. und 
Taylor”) weisen in die Richtung, da8 pro aufgenommenes Lichtquant mehrere 
Fettsiuremolekiile zur Reaktion gelangen. Auch die regelmaBig beobachtete Auf- 
hebung der iiblichen Induktionsperiode bei Belichtung deutet auf eine Ketten- 


70) A. J. Allmand u. D. W. G. Style, J. Chem. Soc. 1930, 606. 

71) K, Jeuu. H. N. Alyea, J. Am. Chem. Soc. 55, 575 (1933). 

78) Hierher gehéren auch die Beobachtungen von Jeu und Alyea”), nach 
denen Photopolymerisation von Vinylacetat und thermische Autoxydation von 
Na,SO, durch eine Reihe von Inhibitoren in quantitativ ahnlicher Weise gehemmt 
werden, wahrend sich die Photolyse des H,O, durch eine stark abweichende (zu- 
meist viel starkere) Hemmbarkeit unterschied. 

. 3) Es gilt fiir a, erster Ordnung in Gegenwart von Inhibito- 
K 


ren eine Beziehung der Art®) 71): — Ins tea ee 
aa 2 


Zeit ¢ u a, Substratanteil, Kk eine aus der Kettenzahl zur Zeit ¢ = 0 
und der Wabrscheinlichkeit ihrer Fortsetzung zusar tzte GréBe ist, waih- 
rend k, + ke die Wahrscheinlichkeit des Kettensbbruche ¢ durch einen konstanten 
Faktor k, (GefaBwainde, Verunreinigungen u. dgl.) und einen Inhibitor von der 
Konzentration ¢ und dem Hemmungsvermégen k bedeutet. Wie klar ersichtlich, 
wirkt sich eine VergréBerung von &, (im oben erwahnten Sinne) in verringerter 
Hemmbarkeit der Reaktion durch Hemmstoffzusatz aus. 

%) W. Rogers jr. u. H.'8. Taylor, J. phys. Chem. 80, 1334 (1926). 

%) C. H. Lea, Proc. Roy. Soc. London (B) 108, 175 (1931); J. Soc. chem. 
Ind. 52, 146 T (1933). 

%) G. R. Holm u. G. E. Greenbank, Ind. engin. Chem. 25, 167 (1933). 
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reaktion. Vergleichsversuche,iiber photochemische und chemische Katalyse, ins- 
besondere solche mit Inhibitoren, fehlen noch. Immerhin spricht schon beim 
heutigen Stande vieles fiir, nichts entscheidend gegen die Kettennatur auch des 
chemisch katalysierten Vorgangs. 

Im allgemeinen gewinnt man den Eindruck, daB die Unklarheiten 
iiber das Verhaltnis von Licht- und Dunkelreaktion meist nicht geringer 
sind als diejenigen iiber den parallelen Ablauf von enzymatischer und 
chemischer Reaktion. 

5. Zwischen der Hemmungswirkung der meisten untersuchten 
Zusitze im enzymatischen und im nichtenzymatischen Versuch besteht, 
trotz weitgehenden qualitativen Parallelgehens, hiufig keine quantiy 
tative Ubereinstimmung. Dazu ist zunichst zu sagen, daB bei den z. T. 
erheblichen Unterschieden im Milieu der Reaktionspaare schon in den 
zusatzfreien Ansiatzen die Kettenlinge nicht die gleiche zu sein braucht, 
was sich nach friiheren Ausfiihrungen (unter 4) in quantitativ ver- 
schiedener Hemmbarkeit auswirken wiirde. Diese Erklirung wiirde 
sich allerdings im wesentlichen nur auf ein verschiedenes ,, Hemmungs- 
niveau“ von Ferment- und chemischer Reaktion beziehen. Wird durch 
bestimmte Einzelstoffe der enzymatische Vorgang wesentlich starker 
gehemmt als der rein chemische (wie z. B. die Oxalsiuredehydrierung 
durch KJ, die Fettsiureoxydation durch KJ, Phloroglucin oder Brenz- 
catechin, die H,O,-Spaltung durch Resorcin), dann liegt es nahe, an 
eine zusitzliche direkte Hemmung des Enzyms und damit der Ketten- 
auslésung als solcher zu denken. Es kénnte aber auch durch die ja relativ 
unspezifischen Metallkatalysatoren eine vorzeitige Oxydation’’?) und 
damit zum wenigsten teilweise Inaktivierung des Inhibitors erfolgen”). 
Im umgekehrten Fall, der stiirkeren Hemmung des rein chemischen 
Vorgangs, ist die teilweise Bindung des Inhibitors vorzugsweise an 
Verunreinigungen der Fermentlésung in Betracht zu ziehen (S. 167). 
Vielleicht kommen auch Sekundiroxydationen des Inhibitors durch 
intermediar gebildetes H,O, in Frage, wofiir ja bei nichtgehemmten 
Fermentreaktionen (S. 169 u. Tab. 5). Belege gegeben wurden. Es wird 
Aufgabe kiinftiger Arbeiten sein, unter diesen Erklirungsméglich- 
keiten die im Einzelfalle zutreffende durch das Experiment heraus- 
zustellen. 

Der Gesellschaft zur Férderung der Wissenschaften bei der 
— Wirzburg sind wir fiir finanzielle Férderung der Arbeit sehr ver- 

unden. 


77) Nach Backstrém u. Mitarb. [J. Am. Chem. Soc. 51, 90 (1929); J. phys. 
Chem. 85, 2530 (1931)] wird offenbar beim Kettenabbruch das Inhibitormolekil 
oxydiert; ob dies generell gilt, ist jedoch fraglich [vgl. die neueren Arbeiten 1. c. ®) 
sowie die andersartige Desaktivierungsauffassung von E. Baur®) u. K. Weber”) 
(S. 167)]. 

78) Durch diese Annahme versucht z. B. Backstrém [J. Am. Chem. Soc. 51, 
90 (1929)] bei der Sulfitautoxydation die im Vergleich zur Dunkelreaktion viel 
starkere Hemmbarkeit der Lichtreaktion durch Hydrochinon zu erklaren. 
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Uber das Galleeisen und seinen Nachweis am Menschen 
Von 
J. Rechenberger und Ch. Pollack 
Mit 1 Figur im Text 











(Aus dem Physiologisch-themischen Institut der Universitat Jena) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Juni 1944) 


Bilanzversuche am Menschen bei extrem eisenarmer Nahrung 
haben gezeigt, da unter normalen Verhaltnissen von einem exo- 
genen Eisenstoffwechsel des erwachsenen Menschen nicht gesprochen 
werden kann, bzw. daB dieser sich in einer GréBenordn. g vollzieht, 
die nur einen Bruchteil eines Milligramms Eisen pro Tay ausmacht 
.(Lintzel’), Rechenberger und Pollack?)). Unter diesem Gesichts- 
punkt gewinnt das von vielen Untersuchern diskutierte Problem des 
Eisengehaltes der Gallenfliissigkeit sowie das vermutliche Schicksal 
dieses in den Darmkanal ergossenen kérpereigenen Eisens erhéhte 
Bedeutung. 


Ausgehend von dem Gedanken, daB die Leber als absolut eisenreichstes 
Organ des Kérpers unter Umstinden auch als Ausscheidungsorgan fiir das Eisen 
eine Rolle spielen kénnte, galt dem Eisengehalt der von der Leber sezernierten 
Gallenfliissigkeit schon seit langem die Aufmerksamkeit der Untersucher. Als 
erster hat wohl Kunkel*) den Eisengehalt der Gallenflissigkeit systematisch 
untersucht. Er sowie Minkowski und Baserin‘) fanden, da8 zwischen dem 
Farbstoffgehalt der Galle und ihrem Eisengehalt keine Beziehungen bestehen. 
Nur ein Siebentel des Hamoglobineisens erscheint nach Kunkel’) in der Galle. 
Weder Hamburger‘) noch Gottlieb*) konnten eine Beziehung zwischen ver- 
fiittertem oder injiziertem Eisen und dem Eisengehalt der Galle nachweisen. 
Hamburger’) bestimmte an einem Hund mit permanenter Gallenfistel eine tag- 
liche Eisenausscheidung von 0,09—0,14 mg Fe/kg Kérpergewicht. Ebenfalls. am 
Gallenfistelhund fiihrte Anselm’) seine Untersuchungen durch; sein Versuchs- 
tier von 25,5 kg Gewicht schied taglich 0,33—0,42 mgFe aus, unbeeinfluBt davon, 
ob Brot oder Fleisch gefiittert wurde. Uber weitere Untersuchungen an Gallen- 
fistelhunden berichten Brugsch und Irger®); sie beobachteten Eisenausscheidung 
bis zu 20 mg taglich durch die Galle, wihrend Dominici®) im Gegensatz hierzu 
nur Werte von 0,041—0,51 mg in 100 ccm Lebergalle fand. Henriques und 
Roland?*) gaben als Werte, ebenfalls an einem Gallenfistelhund von 13,7 kg 


i—_ 
1) Lintzel, W.: Z. exper. Med. 86, 269 (1933); Z. £. Biologie 89, 342 (1929); 
— Z. 268, 173 (1933); Habilitationsschrift Berlin 1929; Ergebn. Physiol. 
, 844. 
2) J. Rechenberger u. Ch. Pollack, Z. exper. Med. (im Druck). 
3) A. Kunkel, Pfliigers Archiv 14, 353. 
4) Minkowski u. Baserin, Arch. f. exper. Path. 17, 466 (1883). 
5) W. Hamburger, Hoppe-Seylers Z. 4, 248 (1880). 
6) R. Gottlieb, Hoppe-Seylers Z. 15, 371 (1891). 
7) Anselm, Veréffentl. Dorpater pharmakolog. Inst. 8 (1892). 
8) Th. Brugsch u. Irger, Z. exper. Med. 88, 362 (1923). 
®) G. Dominici, Arch. Sci. med. 58, 390 (1929). 
10) V. Henriques u. H. Roland, Biochem. Z. 201, 479 (1928). 
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Gewicht, taglich 0,09—0,4 mg Eisenausscheidung an. Bei einem Patienten mit 
Choledochusfistel mit einer taéglichen Gallenmenge von 235—720 ccm stellten sie 
einen Eisengehalt der Galle von 0,4—0,5 mg/die fest. 

L. Schwarz") endlich beobachtete Mengen von nur 0,09—0,4 mg Eisen im 
Gallenblaseninhalt menschlicher Leichen. Im Gegensatz hierzu gibt Eppinger??) 
nach Analysen von Brugsch und Horsters Werte von 0,4—12, ja bis 115 mg 
in 24 Stunden an. 

So unterschiedlich auch die Angaben iiber die absolute Héhe des Eisengehaltes 
der Galle sind und obwohl die iiberwiegende Z#hl der Untersuchungen am Gallen- 
fistelhund durchgefiihrt worden waren, so ist doch die Tatsache unbestritten und 
gesichert, daB sich Eisen in wechselnder Menge im Gallenblaseninhalt vorfindet. 
Dies fiihrte naturgemaB zu der Frage, ob es sich hierbei um einen regelrechten 
A heidung nismus im Rahmen des allgemeinen Eisenumsatzes handelt, 
womit man der Leber eine zentrale, regulierende Stellung im Eisenstoffwechsel zu- 
erkennen miiBte. Wahrend Stransky'*) diese Frage auf Grund seiner Unter- 
suchungen ablehnend beantwortet und auch Judd und Dry") der Leber keinen 
entscheidentlen Einflu8 auf die Ausscheidung des Eisens beimessen, schreibt 
Hemmeler?) im Gegensatz hierzu der Leber als Ausscheidungsorgan eine gréBere 
Rolle zu als dem Darm. Eine gewisse Stiitze erhielt diese Auffassung durch die 
Untersuchungen von Hahn, Whipple und Mitarbeitern **), die nach Phenylhydra- 
zingaben ein Ansteigen des Koteisens beim Hunde beobachteten und dies auf er- 
héhte Eisenausscheidung durch die Galle bezogen. Allerdings betonen sie, und auch 
Reimann, Fritsch und Schick’), daB diese Form der Eisenausscheidung eine 
Funktion von sekundarer Bedeutung und ohne groBes physiologisches Interesse 
sei, da der Organismus die Bilanz hauptsachlich durch die Kontrolle der Resorption 
aufrechterhalte, womit sie den auf Grund der neueren Untersuchungen gewonnenen 
Erkenntnissen Rechnung tragen. 

Bestehen diese erwihnten Befunde eines noch verschieden hoch bezifferten, 
jedoch immerhin beachtlichen Eisengehaltes der in den Darm ergossenen Gallen- 
flissigkeit zu Recht, so erhebt sich im Hinblick auf die Eisenbilanz, die bei extrem 
niedriger Eisenzufuhr zu beobachten war [Rechenberger und Pollack?)] die 
Frage nach dem weiteren Verbleib dieses Galleeisens, das ja in den erwahnten 
Versuchen nicht in Form negativer Eisenbilanzen in Erscheinung getreten ist. 


Zur Klarung dieser Frage wurde zunichst das alte Problem des 
Eisengehaltes der Gallenfliissigkeit nochmals aufgegriffen und mit 
exakter, der geringen zu erwartenden Eisenmenge angepaBter Methodik 
untersucht. Die untersuchten Gallenblasen entstammten dem Sektions- 
gut des Pathologisch-anatomischen Institutes der Friedrich-Schiller- 
Universitit Jena, dessen damaligem stellvertr. Direktor Prof. Dr. 
E. Schairer wir unseren Dank fiir die Uberlassung des Materials aus- 


sprechen méchten. 


Methodik der Galleeisenbestimmung 


Voraussetzung fir einwandfreie Analysenergebnisse war eine médglichst 
saubere Gewinnung des Gallenblaseninhaltes unter Ausschlu8 von Verunreinigun- 
gen, besonders mit Blut. Es wurde deshalb folgendermaBen verfahren: 


11) L. Schwarz, Virchows Arch. 275, 77 (1929). 

12) H. Eppinger, Die Leberkrankheiten. Wien 1937. 

18) E. Stransky, Z. exper. Med. 77, 807 (1931). 

4) KE. Judd u. Th. Dry, J. Labor. a. clin. Med. 20, 609 (1935). 

15) G. Hemmeler, Schweiz. med. Wschr. 69, 316 (1938). 

16) P, F. Hahn, W. F. Bale, R. A.Hettig, M.D. Kamenu. G. H. Whipple 


J. exper. Med .70, 443 (1939). - 
17) F. Reimann, F. Fritsch u. K. Schick, Z. klin. Med. 181, 1 (1936). 
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Die wahrend der Sektion herausgenommene Leber mit der in situ befind- 
lichen Gallenblase wurde am Rande eines kleinen Tischchens so aufgelegt, daB die 
Gallenblase frei tiber den Rand des Tischchens hing. Mit einer Spritzflasche wurde 
die Gallenblase sowie die dem Beschauer zugekehrte Unterfliche der Leber. mit 
eisenfreier physiologischer Kochsalzlésung ausgiebig abgespiilt. 

Zur Gewinn der Gallenfliissigkeit wurde mit eirter entsprechend ge- 
sduberten Platin-Iridiumnadel in den nach unten hangenden Fundus der Gallen- 
blase parallel zur Leberunterfliche eingestochen und die abtropfende Gallen- 
fliissigkeit in einem nach den Vorschriften fiir die Mikroeisenbesti ng gereinig- 
ten Glaskélbchen mit eingeschliffenem Glasstopfen aufgefangen; bei sehr wah 
flissigen Gallen kann mit dem Finger von den Gallengangen in Richtung Gallen- 
blasenfundus ein leichter streichender Druck ausgeiibt werden. Auf diese Weise 
gelang es in vielen Fallen eine geniigende Menge Analysenmaterial sauber zu ge- 
winnen. Bei sehr viskésem Gallenblaseninhalt muBte in wenigen Fallen eine gut 
gereinigte Glasspritze zum Ansaugen des Materials benutzt werden. In den so 
erhaltenen Gallenfliissigkeiten wurde das Eisen nach der Vorschrift fiir die EKisen- 
bestimmung in biologischem Material von W. Lintzel bestimmt. AuBerdem wurde 
die Trockensubstanz der Gallenfliissigkeit ermittelt. 

Eisenbestimmung. Das Prinzip der Eisenbestimmung nach Lintzel') 
ist die kolorimetrische bzw. stufenphotometrische Auswertung des in die Ferro- 
Form iibergefiihrten Eisens mit «,«-Dipyridyl nach nasser Veraschung mit Schwe- 
felsiure und Salpetersiure. GréBte Sauberkeit der Glassachen ist unerlaBlich; sie 
wurden mit Bichromatschwefelsiure und anschlieBendem Abspilen mit Leitungs- 
wasser und Nachspiilen mit eisenfreiem Aqua dest. gereinigt. Die Eisenbestim- 
mung wurde folgendermaBen durchgefiihrt: 0,5 com der Gallenflissigkeit wurden 
in einem Mikro-Kjeldahl-Kélbchen mit 20 Tropfen konz. Schwefelsiure (fir 
forensische Zwecke, spez. Gew. 1,84 von Merck) und 1 ccm destillierter eisenfreier 
Salpetersiure iiber einem Glasbrenner bei kleiner Flamme untér leichtem Sieden 
verascht; das Kélbchen ist dabei in einem hélzernen Reagenzglashalter an einem 
Holzstativ befestigt. Nach vélligem Abrauchen wurde unter erneuter Zugabe von 
Salpetersiure so 4 verascht, bis die Veraschungslésung klar und farblos ge- 
worden war. Nach -Abkihlen wurde mit 10—20 Tropfen 1:3 verdiinnter Per- 
hydrollésung ausgekocht und die letzten Perhydrolreste durch Auskochen mit 
l ccm schwefliger Saéure vertrieben. Es folgen Alkalisieren mit konz. Ammoniak 
gegen Paranitrophenol als Indikator, anschlieBend Neutralisieren mit n/l-Schwefel- 
sdure und Uberspiilen der schwach saueren Aschelésung vom py 5—6 (Tipfeln 
auf Mercks Universalindikatorpapier) in einen 10 ccm MeBzylinder. Nach Zugabe 
von 0,5ccm einer 2%igen Hydrochinonlésung in n/20-SchwefelsBure wird die 
Farbe mit 0,5 ccm einer 0,2% igen «, «-Dipyridyllésufg in n/20-Schwefelsaure ent- 
wickelt und mit eisenfreiem Aqu. dest. zur Marke (10 ccm) aufgefiillt. Die Aus- 
wertung erfolgte mit dem Stufenphotometer unter Zugrundelegen der Absorptions- 
konstanten von 6,88 [nach Heilmeyer und Plétner"*)] fir a, «-Dipyridyleisen. 
Parallel mit jeder Bestimmung wurde ein mit den gleichen Reagenzien angestellter 
Blindversuch durchgefiihrt; an Stelle der 0,5 com Galle wurde die gleiche Menge 
eisenfreies Aqu. dest. zugegeben. 

Berechnung. Es sei Z die der Trommelablesung entsprechende Extinktion 


bei einer Schichtdicke von y cm; dann ist der Extinktionskoeffizient k = a; be- 
deutet k, der Extinktionskoeffizient des Blindwertes, dann sind in 100 ccm Galle 
enthalten: (& — k,)- 6,88 + 10- ee mig Fe, wobei der Faktor 10. das Endvolumen 


der Farblésung bedeutet bei Veraschen von 0,5 ccm Galle. 

Trockensubstanzbestimmung. lccm Galle wurde in einem ausge- 
wogenen Schalchen im Trockenschrank bis zur Gewichtskonstanz getrocknet (und 
auf einer analytischen Waage zur Wagung gebracht). . 


18) L. Heilmeyer u. K. Plétner, Serumeisen und Eisenmangelkrankheit. 
Jena 1937, 
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Ergebnisse 


In der folgenden tabellarischen Ubersicht seien die von uns unter- 
suchten Gallen und die einzelnen Untersuchungsergebnisse zusammen- 
gestellt (Tab. 1). 


Tabelle 1. Eisengehalt der Blasengalle 























Alter, mg mg Fe/100 g | g Trocken- 

Nr. Ge- Diagnose Fe/100 ccm | Trockensub- | subst. von 

schlecht Galle stanz lecm Galle 
1 | Q 55 J. | Ovarial-Ca. 0,33 4,28 0,078 
213 66 J. | Harnbl.-Ca. 1,31 11,18 0,119 
3 | 2 34 J. | Lungenddem 1,89 13,45 0,140 
414 13 J. | Hypersplenie 1,26 9,85 0,128 
5 | 9 28 J. | Schwangersch -Toxikose 0,63 4,82 0,131 
6 | ¢ 54 J. | Diinndarm-Ca. 0,35 8,84 0,039 
7 |g 42 J. | Bronchopneum. 0,18 3,59 0,050 
8| 9 4 J. | Tox. Diphtherie 0,84 4,66 0,180 
9 | 9 13. J. | Angin. lakun. 1,62 11,07 0,146 
10 | 2 65 J. | Carzinose 0,79 24,64 0,032 
11 | ¢ 64 J. | Strumitis. 0,74 4,61 0,161 
12 | ¢ 37 J. | Pneumonie 1,55 10,75 0,145 
13 | 3 44 J. | The. Meningitis 1,01 5,98 0,169 
14 | Q 44 J. | Mitralstenose 1,31 16,85 0,078 
15 | 3 34 J. | Organ. Psychose 1,70 10,18 0,167 
16 | ¢ 48 J. | Magencarcinom 0,56 6,23 0,089 
17 | ¢ 72 J. | Strangul. Ileus 1,37 40,38 0,034 
18 | 9 66 J. | Uramie 0,67 6,99 0,097 
19 | $ 66 J. | Anaerobier Infekt. . 0,83 3,91 0,209 
20 | 2 34 J. | Leukimie 1,99 9,38 0,212 
21 | g 41 J. | Paralyse 1,20 5,53 0,218 
22 | ° 28 J. | Puerp. Sepsis 0,72 3,93 0,184 
23 | ¢ 39 J. | Myokarditis 1,52 17,24 0,088 
24134 5 J. | Glomerulo nephritis 0,75 4,50 0,168 
25 | Q 34 J. | Sarkom 0,23 1,01 0,228 
26 | 9 51 J. | Multipl. Sklerose 0,31 4,16 0,074 
27 | 3 68 J. | Magencarcinom 1,09 9,52 0,115 
28 | ¢ 67 J. | Tuberkulose 0,42 2,08 0,201 
29 | ¢ 61 J. | Rectumcarcinom 0,53 6,02 0,087 
30 | 2 43 J. | Peritonitis 0,15 1,54 0,100 

31 | ¢ 77,J. | Pneumonie, Gallen- 

steine 0,23 5,06 0,046 
32 | ¢ 32 J. | Tetanus 0,42 4,92 0,086 
33 | ¢ 50 J. | Magencarcinom 1,65 35,13 0,047 
34 | ¢ 59 J. | Hypersplenie 1,10 20,43 0,054 
35 | 9 40 J. | Mammacarcinom 0,65 7,87 0,082 
36 |g 2 J. | Toxischer Scharlach 1,35 32,47 0,042 
37 | 3 1 J. | Encephalitis 1,45 28,11 0,052 
38 | ¢ 23 J. | Peritonitis 0,19 1, 0,154 
39 | 9 29 J. | Hirntumor 1,60 8,58 0,176 
40 | 2 60 J. | Rectumcarcinom 1,90 9,79 0,194 
41 | ¢ 73 J. | Carcinom d. Sigmoids 1,26 10,11 0,125 
42 | 3 46 J. | Uramie 0,83 7,00 0,119 
43 | 9 52 J. | Sepsis 0,82 10,43 0,079 
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Aus der vorstehenden Tabelle erkennt man, dass die Blasengalle 
wechselnde Mengen von Eisen enthalt, die anscheinend keine direkten 
Beziehungen zu den einzelnen Krankheitsfillen aufweisen. Es finden 
sich Werte, die zwischen 0,15—1,99mg Eisen, bezogen auf 100 ccm 
Blasengalle, schwanken, so daB man annehmen kann, daB etwa 1—3 mg 
Eisen in Form von Galleeisen tiglich in den Dafm gelangen. Ein inter- 
essanter Einblick in die Physiologie der Gallenflissigkeit iiberhaupt 
bietet sich, wenn man die gefundenen Werte auf die Trockensubstanz 
der einzelnen Gallen bezieht. Zur besseren Ubersicht seien die Milli- 
gramm Eisen auf 100 g Trockensubstanz berechnet, in einem Diagramm 
dargestellt. Man ersieht hieraus ohne weiteres die Tatsache, daB mit 
der Zunahme der Trockensubstanz der Eisengehalt der Galle sinkt; 
die diinnen Gallen haben durchschnittlich die gréBten, die dicken 
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Figur 1 


Gallen die niedrigsten Eisenmengen; d.h. waihrend des Eindickungs- 
nrozesses der Gallenfliissigkeit wird bereits in der Gallenblase, vielleicht 
schon in den Gallengaingen, Eisen wieder riickresorbiert. Diese Riick- 
resorption in der Gallenblase weist darauf hin, daB das Eisen in der 
Gallenblase in leicht resorbierbarer Form vorliegen muB; wir wissen 
ja, daB Eisen nur in Ferro-Form als Ion resorptionsfahig ist. Der Vor- 
gang der Riickresorption eines Teiles des Eisens bereits in der Gallen- 
blase wird ohne weiteres verstindlich, wenn man bedenkt, daB dieses 
Eisen ja bei der Bildung der Galle sezerniert worden ist und daher in 
permeierbarer Form vorliegen mu8. Die Méglichkeit der Riickresorption 
von Eisen aus der Galle vielleicht schon innerhalb der Gallenginge 
kénnte das den Pathologen schon seit langem bekannte Auftreten von 


histochemisch als Himosiderin nachweisbarem Eisen in der Peripherie - 


der Leberlippchen um die Gallenkapillaren erkliren. 
Uberblickt man die vorliegenden Untersuchungen, soist die Existenz 
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von Eisen in der Galle zweifelsfrei erwiesen; weiterhin hat sich die auf- 
schluBreiche Tatsache ergeben, da8 im Verlauf des Eindickungsprozesses 
in der Gallenblase bzw. bereits in den Gallengingen eine Abnahme des 
absoluten Eisengehaltes zu verzeichnen ist, da8 somit im Bereich der 
Gallenwege Eisen riickresorbiert wird. Es gelangen also mit der in den 
Darm ergossenen Galle unterschiedliche Mengen von Eisen in den Darm- 
kanal. Wie wir bereits am Beginn dieser Arbeit feststellten, tritt diese 
Eisenmenge bei extrem niedriger Eisenzufuhr im Kot nicht in Erschei- 
nung. Es muB also der zwingende SchluB gezogen werden, daB dieses 
mit der Galle in den Darm gelangte Eisen im Darmkanal wieder riick- 
resorbiert wird, womit sich der in den Gallenwegen, besonders in der 
Gallenblase eingeleitete ProzeB der Riickresorption, im Darm fortsetzen 
wiirde. Nach dem, was wir heute iiber die Resorption des Eisens wissen, 
kann diese Riickresorption nur in ionisiertem Zustande, und zwar als 
Ferro-Ion vonstatten gehen. 

Wie bereits W. Lintzel') gezeigt hat, kann man das in der Nahrung 
enthaltene Hisen im Tierexperiment durch Zugabe von «, «-Dipyridyl 
abfangen, der sich bildende Eisen-Dipyridyl-Komplex, dessen Bildung 
nur mit Ferro-Ionen vor sich geht, ist unresorbierbar. Lintzel bewies 
damit die Resorption des Nahrungseisens als Ferro-Ion und konnte 
weiterhin durch langeres Verabreichen von «, «-Dipyridyl zum Standard- 
futter bei wachsenden Ratten Animie erzeugen, d. h. eine véllige Hem- 
mung der Eisenresorption erzielen. Damit war auch fiir uns die Méglich- 
keit gegeben in vivo das in den Darm gelangende Galleeisen analytisch 
erfaBbar zu machen: auf Grund unserer theoretischen Vorstellungen 
muBte es méglich sein, bei unserer extrem eisenarmen Versuchskost 
durch Zugabe von «, «-Dipyridyl in ausreichender Menge das Galle- 
eisen abzufangen und damit die Riickresorption zu verhindern; gleich- 
zeitig besteht die Méglichkeit durch das nunmehr erfolgende Auftreten 
dieses Eisens in Form seines unresorbierbaren Dipyridyl-Komplexes 
im Kot einen quantitativen MaBstab fiir die GréBenordnung zu erhalten, 
in der sich taglich die in den Darm gelangende Galleneisenmenge be- 
wegt. Die Untersuchungen iiber den quantitativen Nachweis des Galle- 
eisens am Menschen in vivo erfolgte in Fortfiihrung unserer Versuche 
mit extrem eisenarmer Kost, iiber die wir bereits friiher berichteten?). 
Es sei deshalb shinsichtlich der zugrundeliegenden Methodik auf diese 
Arbeit verwiesen. In Erweiterung der dort veréffentlichten Versuche 
wurden der Versuchskost tiglich 0,15 g «, «-Dipyridyl in Form von 
Pillen zugelegt, die vor, wihrend und nach dem Essen sowie zwischen 
den einzelnen Mahlzeiten eingenommen wurden; die Grundsubstanz 
der Pillen wat selbstverstindlich eisenfrei. Die Dipyridylpillen wurden 
anstandslos und ohne Nebenerscheinungen vertragen. 


Ergebnisse 
Im folgenden seien tabellarisch die Bilanzen der einzelnen Ver- 
suche zusammengestellt. 
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Tabelle 2 
“ Bisen- Eisen-Ausfubr 
f Nahrung Calorien om Tok <1 “Mak: 
Bice Fe/mg Fe/mg 
1 | 300 g Reis, 200 ccm Ziegenmilch, 
60 g Butterfett, 100 g Rohr- 
ai ee 2000 3,20 9,8 0,00 
2|Desglichen ......... 2000 3,20 6,9 0,024 
3 |Desgleichen ......... 2000 3,20 3,8 0,003 
4 |Desgleichen ......... 2000 3,20 2,00 0,00 
5 |Desgleichen ......... 2000 3,20 3,32 0,004 
6 | Desgleichen + 0,15 g Dipyridy] 2000 3,20 4,1 0,00 
7 | Desgleichen + 0,15 g Dipyridyl 2000 3,20 4,9 0,02 
8 | 300 g Reis, 200 ccm Ziegenmilch, 
60 g Butterfett, 100 g Rohr- 
gucker ....... Bee 2000 3,20 3.41 0,06 
9 |Desgleichen ......... 2000 3,20 3,20 0,00 





In diesem ersten Versuch zeigt sich, nachdem sich in der Ausschei- 
dung Gleichgewicht mit der Zufuhr eingestellt hat, daB nach Zufuhr 
von 0,15 g Dipyridyl am 6. und 7. Versuchstag eine deutliche Mehr- 
ausscheidung von Koteisen erfolgt, die Bilanz also auffallend negativ 
wird. Nach Absetzen des Dipyridy] sinken dié Koteisenwerte auf die 
urspriinglichen Mengen, es stellt sich also Gleichgewicht ein. Die Zu- 
nahme der Eisenausscheidung betriigt rund 0,8 mg am ersten und rund 
1,6 mg am 2. Dipyridyltag. 

In einem weiteren Versuch wurde das Verhalten der Koteisenaus- 
scheidung nach Zufuhr von Dipyridyl bei extrem eisenarmer Kost 
gepriift (Tabelle 3). 


























Tabelle 3 
RS Risen Eisen-Ausfuhr 
& Nahrung Calorien a Kot- Harn- 
Bice Fe/mg | Fe/mg 

1 | 500 ccm Ziegenmilch, 500 g Dex- 

ee 1550 0,37 10,99 0,0258 
2|Desgleichen ......... 1550 0,37 2,243 ,00 
3 |Desglichen ......... 1550 0,37 1,087 | 0,00 
4|Desglichen ......... 1550 0,37 0,385 0,008 
5 | Desgl. +- 0,15 g Dipyridyl . . . 1550 0,37 2,72 0,00 
6 | Desgl. + 0,15 g Dipyridyl . . . 1550 0,37 3,151 0,00 
7 | 500 ccm Ziegenmilch, 300g Dex- 

ot ORS RS aa ae 1550 0,37 0,764 0,023 
8 |Desgleichen .....-.... 1550 0,37 0,358 0,00 


Am 4. Tag ist bei einer Zufuhr von 0,37 mg Eisen im Kot mit 
0,358 mg Eisenausscheidung Gleichgewicht erreicht; nach Zufuhr von 
0,15 g «, «-Dipyridy] in Pillenform am 5. und 6. Tag steigt das Koteisen 
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auf Werte von 2,72 mg bzw. 3,151 mg an, um nach Absetzen des Di- 
pyridyls nach einem Zwischenwert von 0,764 bereits am 7. Versuchs- 
tag wieder auf 0,358 mg abzufallen. Es ist ersichtlich, da8 parallel der 
Zufuhr von Dipyridyl zur Grundnahrung ein erhebliches Ansteigen der 
Eisenausscheidung im Kot resultiert. Die Zunahme betrigt 2,4 mgam 
ersten und 2,6 mg Eisen am zweiten Dipyridyltag, ist also im Vergleich 
zu dem extrem niedrigen Grundwert sehr deutlich. 


Besprechung der Ergebnisse 


Auf Grund unserer-Analysenergebnisse stand es zweifelsfrei fest, 
daB mit der Galle dauernd Eisenmengen in den Darmkanal ergossen 
werden, die in der Bilanz bei extrem eisenarmer Nahrung nicht in Er- 
scheinung treten. Die mit der Gallenfliissigkeit ausgeschiedenen Eisen- 
mengen sind nur bei sehr diinnen Gallen mengenmaBig dem Eisengehalt 
der nativen Lebergalle entsprechend, da in der Gallenblase, vielleicht 
schon in den Gallengangen, im Verlauf des physiologischen Eindickungs- 
prozesses Eisen wieder riickresorbiert wird. Setzen wir die auf Grund 
theoretischer Uberlegungen in unseren Versuchen durch Zugabe von 
Dipyridyl im Kot erhaltenen zusatzlichen Eisenmengen in der GréBen- 
ordnung von 1—3 mg in Beziehung zu unseren Galleneisenwerten, so 
finden wir hinsichtlich der GréBenordnung vorziigliche Ubereinstimmung. 
Wir halten uns deshalb fiir berechtigt, die zusaitzliche Ausscheidung von 
Eisen nach Dipyridylgaben auf das wihrend der Versuche mit der Galle 
sezernierte Galleeisen zu beziehen. Da die Leber jedoch als Bildungs- 
und Sekretionsorgan der Galle gleichzeitig als gréBtes Eisendepot das 
Reservoir fiir den gesamten Eisenstoffwechsel darstellt, so besteht wohl 
kein Zweifel, daB der Eisengehalt der Galle als ein fiir die Gallenfliissig- 
keit spezifisches Charakteristikum anzusehen ist. Diese Uberlegungen 
sowie die bereits etwihnte Tatsache der guten Ubereinstimmung der 
nach Dipyridylgaben auftretenden Eisenvermehrung im Kot mit 
unseren bereits mitgeteilten Galleneisenwerten, deuten darauf hin, 
daB es sich dabei wirklich um das Galleeisen und nicht vielleicht um 
Eisen z. B. im Pankreassaft oder im Exkret der Darmdriisen handelt. 
Das von uns: in unseren Versuchen zugefiihrte Dipyridyl mu8 also 
im Darmkanal mit Ferro-Ionen in Beriihrung gekommen sein, nicht 
nur im Magen mit denen aus unserer Versuchskost bei einer Zu- 
fuhr von beispielsweise 0,37 mg, sondern noch zusitzlich mit Mengen, 
die weit dariiber liegen. Die von uns theoretisch angenommene Még- 
lichkeit der Riickresorption des Galleeisens in Ferro-Form erhalt hier- 
durch eine weitere experimentelle Stiitze; das unresorbierte Dipyridyl- 
eisen (Lintzel) erscheint im Kot und kann quantitativ durch Eisen- 
bestimmung erfaBt werden. Das normalerweise im oberen Diinndarm 
vorhandene schwach saure Milieu, sowie die von Heilmeyer und Mu- 
tius’®) aufgezeigte Tatsache, daB auch die Galle, analog dem Magen- 


1%) L. Heilmeyer u. I. v. Mutius, Z. exper. Med. 112, 192 (1943). 
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saft, in der Lage ist, Eisen aus der Nahrung zu ionisieren und zu redu- 
zieren, sprechen durchaus in diesem Sinne. Nach Absetzen des Dipy- 
ridyls liuft dieser Mechanismus der Riickresorption des Galleeisens 
ungestért weiter, die Bilanz nihert sich wieder dem Gleichgewicht. 
Eine Einwirkung auf das resorbierende Epithel ist demnach nicht vor- 
handen, es spielt sich im schwach sauren Duodenalsaft nichts weiter 
ab als die chemische Reaktion zwischen «, «-Dipyridyl und dem Ferro- 
Ion, die zur Bildung der unresorbierbaren Komplexverbindung fihrt. 

Man kann sich gut vorstellen, da& dieser Abfangmechanismus 
auch zwischen anderen Substanzen und dem Ferro-Ion abliauft; zu 
denken ist hierbei an Milchsiure, Zitronensiure und andere organische 
Sauren bzw. Substanzen, die nit dem Ferro-Ion unresorbierbare kolloi- 
dale Komplexe bilden. Fiir Milchsiure und Zitronensiure hat Lintzel 
in seinen Versuchen am Menschen und an der Ratte hierfiir bereits den 
Beweis geliefert. Es ergeben sich auf Grund dieser Annahme neue Vor- 
stellungen, nach denen resorptionshemmende Substanzen nicht nur 
die Aufnahme des Eisens unterbinden, sondern durch ihren Angriff auf 
das Galleeisen auf die Dauer empfindliche Entziehungen von Eisen 
bewirken kénnen. Es sind damit neue Gesichtspunkte gewonnen, die 
vielleicht fiir die Atiologie von Eisenmangelzustinden, besonders solche 
rezidivierenden Charakters von Bedeutung sein diirften. 

Auf Grund unserer Anschauungen, die wir uns im Laufe unserer 
Untersuchungen iiber das Galleeisen gebildet haben, sind wir noch in 
der Lage zur Frage des Eisengehaltes des Mekoniums des Neugeborenen 
Stellung zu nehmen. Wie bereits M. B. Schmidt?®) fand, liegt der 
Eisengehalt des Mekoniums um 1—2mg Eisen. Wir selbst sind auf 
Grund unserer Untersuchungen iiber den Eisenstoffwechsel des Neu- 
geborenen und Siuglings zu aihnlichen Werten gelangt; wir fanden 
Mengen von durchschnittlich 1,5—3 mg Eisen im Mekonium. Bisher 
wurde die Anschauung vertreten, es handele sich hierbei um durch den 
Dickdarm ,,ausgeschiedenes‘‘ Eisen, wie man ja allgemein annahm, 
daB der Dickdarm der Ort der normalen Eisenausscheidung sei. Da 
wir diese Frage der Eisenausscheidung durch den Dickdarm bereits 
friiher auf Grund eigener Versuche sowie Untersuchungen der Lite- 
ratur als wenig wahrscheinlich nachweisen konnten, glauben wir auch 
im vorliegenden Fall hinsichtlich des Eisengehaltes des Mekoniums 
nicht an die hierfiir verantwortlich gemachte Eisensekretion durch die 
Dickdarmschleimhaut. Es handelt sich bei dem im Mekonium nach- 
gewiesenen Eisen nach unserer Meinung einfach um den nicht riick- 
resorbierten Rest des wihrend der Fétalzeit mit der Galle in den Darm- 
kanal gelangten Galleeisens. 

Wir gingen bei unseren Betrachtungen von dem Befund aus, daB 
beim Erwachsenen unter gewéhnlichen Bedingungen kein auBerer 
Eisenstoffwechsel nachweisbar war, sondern daB selbst bei extrem 


20) M. B. Schmidt, Der Einflu8 eis¢énarmer und eisenreicher. Nahrung auf 
Blut und Kérper. Jena 1928. 
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niedriger Eisenzufuhr Gleichgewicht von Eisenzufuhr und Eisen- 
ausscheidung festzustellen ist. Wir miissen nun erkennen, daB sich 
hinter diesem Zustandsbild verschiedene Vorgiinge verbergen, die sich 
allerdings in einer GréBenordnung von etwa 1—3 mg Fe beim Menschen 
abspielen, die bisher mit den gebriuchlichen Methoden nicht erfaBbar 
gewesen sind. Durch Versuche mit extrem eisenarmer Nahrung in Ver- 
bindung mit dem Abfangverfahren wurden hier neue Tatsachen zutage 
gebracht, nach denen es kaum zu bezweifeln ist, daB stindig Galleeisen 
in den Diinndarm ergossen und riickresorbiert wird, nachdem ein Teil 
des Galleeisens bereits in der Gallenblase zur Riickresorption gekommen 
ist. Das Galleeisen unterscheidet sich in nichts: von dem in Form von 
Ferroionen iibergefiihrten Nahrungseisen. Zweifellos erreicht der Kérper 
es durch feine Abstimmung der Resorption so viel Eisen zu resorbieren, 
daB im Durchschnitt einiger Tage exakte Kisenbilanz erreicht wird. 
Die tiagliche Eisenresorption im Zustande des auBeren Eisen-Gleich- 
gewichtes bewegt sich lediglich in der geringen GréBenordnung des 
Galleeisens. Im Rahmen dieser Auffassung ist es denkbar, daB einmal 
etwas weniger retiniert wird (minimaler Ejsenverlust), andernfalls 
etwas mehr zur Resorption kommt (Retention). Die Bilanzversuche 
lassen erkennen, daf zwischen diesen Méglichkeiten normalerweise 
ein Ausgleich in der Weise verwirklicht ist, daB die experimentell er- 
mittelte Eisenbilanz Gleichgewicht ausweist. Werden Bilanzen bei nor- 
maler Nahrung angestellt (10—20 mg Eisenzufuhr tiglich), so spielen 
sich diese Ausgleichsméglichkeiten in einer GréBenordnung ab, die 
vergleichsweise minimal ist und durch die natiirlichen taiglichen Schwan- 
kungen des Koteisens véllig iiberdeckt wird. Unsere theoretischen 
Vorstellungen erlauben zwanglos die Annahme, daB bei Eisenmangel 
die Resorption verstaérkt wird, so daB positive Bilanzen entstehen 
und da8B bei verminderter Riickresorption des Galleeisens negative 
Bilanzen in Erscheinung treten. Als Ursache negativer Bilanzen kime 
bei Eiseniiberschu8 des Kérpers Produktion von Galleeisen und ver- 
minderte Riickresorption in der Gallenblase und im Diinndarm in Frage, 
so daB der Kérper sich im Laufe langerer Zeitriume des Eiseniiber- 
schusses entledigen kénnte, eine Regulation durch die resorbierende 
Darmwand. Negative Bilanzen sind ferner denkbar, wenn das Nahrungs- 
eisen und das Galleeisen wie in unseren Dipyridylversuchen durch be- 
sondere Substanzen abgefangen wird, wobei die Hemmung der Re- 
sorption und Riickresorption jetzt durch die stérenden Substanzen her- 
vorgerufen wiirde. So wire die Atiologie von Eisenmangelanimien 
zu deuten, die nicht durch ungeniigende Eisenresorption in der Wachs- 
tumsperiode erklaért werden kénnen, also namentlich solche, die im 
spiteren Lebensalter auftreten und nach erfolgreicher Eisentherapie 
rezidivieren. Eine gewisse Regulation diirfen wir auch in diesen Fallen 
annehmen, denn vermutlich wird mit Fortschreiten des Eisenmangels 
die in den Darm ergossene Galle immer eisenirmer, so daB die Eisen- 
verluste schlieBlich von selbst fast, aufhéren wiirden. 
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Das folgende Bild des normalen Eisenhaushaltes unter EinschluB 
des ,,entero-hepatischen Kreislaufes‘‘ 1aBt auch erkennen, daB Eisen- 
verluste stets nur in minimalsten Umfange méglich sind, wahrend fiir 
Eisenreteztionen ein etwas gréBerer Spielraum zur Verfiigung steht. 
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Kreislauf des Eisens im menschlichen Organismus 


Zusammenfassung 


Mit der von Lintzel angegebenen Mikromethode zur Bestimmung 
von Eisen in biologischem Material werden 43 Gallen menschlicher 
Leichen untersucht. In der Gallenfliissigkeit finden sich unterschied- 
liche Mengen von Eisen zwischen 0,15—1,99 mg berechnet auf 100 ccm 
Blasengalle. Etwa 1—3 mg Eisen gelangen als Galleeisen in den Darm. 
In der Gallenblase, vielleicht schon in den Gallengingen, wird Eisen 
riickresorbiert. Auch das in den Darm ergossene Galleeisen wird riick- 
resorbiert; denn zu einer eisenarmen Grundkost zugelegtes «, «-Dipyr- 
idyl (taglich 0,15 g) erhéht die Koteisenwerte in der GréBenordnung 
des Galleeisens. Nach Absetzen des Dipyridy] stellte sich die Koteisen- 
ausscheidung wieder auf die urspriingliche, Bilanz ausweisende Héhe 
ein. Diese Vorginge spielen sich normalerweise in GréBenordnungen 
ab, die gegeniiber der Bilanz des Nahrungseisens kaum in Erscheinung 
treten. 
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Uber die Trennung des Cholins vom Betain und Colamin mit Hilfe 
von Aurantia-Saure (Dipikrylamin) 
Von 
D. Ackermann 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Juni 1944) 


Zur Trennung von Cholin und Betain machte man friiher von der 
Leichtléslichkeit des Cholinchlorides und der Schwerléslichkeit des 
Betainchlorides in Alkohol Gebrauch oder benutzte die verschiedene 
Léslichkeit der Perjodide') dieser Basen. Neuerdings bedient man sich 
mit Erfolg der Fallung mit Ammoniumreineckat?) bei ammoniakalischer 
Reaktion, wobei das Cholin ausfallt und das Betain in der Mutterlauge 
bleibt, aus der es durch Ansiuern ausgefillt werden kann. Hiermit 
gelang auch die Isolierung kleiner Mengen Cholin aus Galle*). 

Vor kurzem haben wir‘) nun auf ein Fallungsmittel aufmerksam 
gemacht, das abgesehen von der Ausfallung einiger Pflanzenalkaloide 
bislang in der physiologischen Chemie noch keine Anwendung gefunden 
hat, aber entschieden Beachtung verdient. Es ist dies das Dipikrylamin 
(Hexanitrodiphenylamin) bzw. dessen Magnesiumsalz, als Lederfarb- 
stoff unter dem Namen Aurantia im Handel und deshalb vielleicht am 
besten kurz als Aurantia-Siure zu bezeichnen. Wir ziehen daher fiir 
die betreffenden Salze auch die Bezeichnung Aurantiate vor, statt der 
von anderer Seite vorgeschlagenen Bennung Hexylate. 

Mit diesem Fallungsmittel erhalt man eine aéuBerst schwerlésliche 
Verbindung des Acetylcholins, aber auch das etwas leichter lésliche 
Cholinaurantiat lést sich nur zu 0,02 g in 100 Wasser von 20°C. Dies 
macht das Salz um so geeigneter zur Isolierung des Cholins, als es gut 
kristallisiert und einen scharf erkennbaren Zersetzungspunkt (232—-33°) 
hat. Wir brachten bereits Analysen’). Besonders giinstig ist nun, daB 
die Aurantiate sowohl des Betains wie auch des Colamins ungleich 
leichter léslich sind, als die des Cholins, so daB man mit diesem Fallungs- 
mittel unschwer Cholin von Betain bzw. Colamin trennen kann. 

An Verfahren zur Abtrennung des Colamins vom Cholin stehen 
mehrere zur Verfiigung. Man kann unter Zuhilfenahme von Kalk das 


1) V. Stanek, H. 46, 280 (1905), 48, 334 (1906); W. Roman, Biochem. Z. 
219, 218 (1930). 

2) C. Bischoff, W. Grab u. I. Kampfhammer, H. 207, 57 (1932); E. 
Strack u. H. Schwaneberg, H. 245, 11 (1936). 

3) M. Worn, H. 257, 140 (1939). 

4) D. Ackermann u. H. Mauer, H. 279, 114 (1943). 
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Colamin mit Ather extrahieren, worin das Cholin sich nicht lést). Auch 
ist das Cholin als Platinat und in dessen Filtrat das Colamin nach 
van Slyke bestimmt worden®), doch muB bei Fallung von Cholin als 
Platinat in alkoholischer Lésung mit einem durchschnittlichen Verlust 
von 9 bis 10% gerechnet werden. Eine Abtrennung des Colamins vom 
Cholin gelingt ferner durch Kuppelung des Cholins mit B-Naphthalin- 
sulfochlorid’), oder des Colamins mit Carbobenzoxychlorid’). Auch 
1aBt sich die verschiedene Alkoholléslichkeit der Reineckate der beiden 
Basen mit Nutzen verwenden®). Die Abtrennung des Cholins vom Betain 
bzw. Colamin mit Aurantia-Siure ist nun besonders bequem und emp- 
fiehlt sich auch durch die vorziigliche Ausbeute an Cholin (etwa 99% 
aus 1%iger Lésung des Chlorides). Auffallend ist ein Unterschied in 
der Farbe und Kristallisation. Wihrend Cholinaurantiat ein leuchtend 
scharlachrotes Putver mikroskopischer Kristalle darstellt, sind die 
betreffenden Salze des Betains und Colamins bordeauxrot und bilden 
makroskopische gut ausgebildete Kristalle. 


Versuche 


1. 97,44 mg Cholinchlorid in 10ccm Wasser gelést, werden mit 5 ccm 
Magnesiumaurantiat (13,5% ig, Firma Schering-Kahlbaum u. E. Merck) vdllig 
ausgefallt; am anderen Tage Absaugen des Niederschlages, der im Vakuum 
zur Konstanz getrocknet wird. Ausbeute: 377,2 mg Aurantiat = 97,08 mg 
Cholinchlorid, das ist eine Ausbeute von 99,63 °%. Das Salz zersetzte sich bei 231 °. 


((C;H,,ON - C,,H,0,,N,. Ber. N 20,66. Gef. 21,04.) 


Bei gleichzeitigem Vorhandensein von Betain bzw. Colamin gelang die Iso- 
lierung des Cholins gleichfalls ohne Schwierigkeit. 

2. Fiir die Ausfallung des Betains wurde eine Lésung der freien Base ge- 
nommen, da das Chlorid saure Reaktion zeigt, welche zur Ausfallung der auBer- 
ordentlich schwer léslichen freien Aurantiasiure fiihren wiirde. Aus diesem Grunde 
darf man nur bei neutraler oder schwach alkalischer Reaktion fallen. Das Betain- 
aurantiat ist anfangs etwas dlig, erstarrt aber sehr bald zu tief dunkelblauroten 
Kristallen. Eine bei 23° gesattigte Lésung enthalt in 100 ccm 1,61 g. Das Salz ist 
also etwa 80mal léslicher als das des Cholinaurantiates. 

(C;H,,0.N - C,,H,0,,.N,. Ber. N 20,15. Gef. 19,68.) Zersetzungspunkt un- 
scharf bei etwa 150°. 

3. Eine Lésung von Colaminchlorid wird mit Natriumcarbonat schwach- 
alkalisch gemacht und mit Magnesiumaurantiat ausgefallt. Das anfangliche Ol er- 
starrt bald zu schénen dunkelroten Kristallen, die sich gut umkristallisieren lassen. 
100 ccm der gesattigten Lésung enthalten bei 23° 0,8 g, so daB also die Léslichkeit 
immer noch 40mal gréBer ist als die des Cholinaurantiates. 

(C,H,ON - C,,H,0,,.N,. Ber. N 22,40. Gef. 22,04.) Zersetzungspunkt un- 
scharf bei ¢twa 195°. 

Die Beseitigung des Fallungsmittels erfolgt am besten durch Verreiben mit 
Schwefelsaure, Absaugen der iibrigbleibenden Aurantiasaure und Beseitigung eines 
geringen Restes derselben mit wenig Tierkohle. Bei Verarbeitung des Filtrates 


5) H. Thierfelder u. O. Schulze, H. 96, 296 (1915); P. A. Levene u. 
T. Ingvaldsen, J. Biol. chem. 48, 355 (1920). 

6) H. Mac. Lean, H. 55, 360 (1908), 57, 296 (1908); Biochem. J. 9, 351 (1915). 

7) E. Fourneau u. Gonzalez, Ann. soc. espanola Fis. Quim. (2) 19, 115 
(1921); Chem. C. 1921, 4, 454. 

8) E. Chargaff, J. Biol. Chem. 118, 417 (1937). 

®) H. Miller, H. 268, 252 (1940). 
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einer Aurantiafallung ist es n6tig, auBerdem noch das Magnesium durch Sattigung 
mit Baryt zu beseitigen. 

Ist in den zu fallenden Lésungen Kalium vorhanden, so muB dies erst be- 
seitigt werden, da es mit dem Aurantiareagens?°) eine praktisch unlésliche Ver- 
bindung eingeht. Man kann zu diesem Zweck eine Behandlung mit Natrium- 
Kobaltihexanitrit vorausgehen lassen, das eine nachherige Ausfallung des Cholins 
als Aurantiat nicht beeintrachtigt. 

Will man das fiir solche Fallungen geeignete Magnesiumsalz aus der freien 
Saure (Firma Heyl & Co., Berlin-Oberschéneweide) herstellen, so verreibt man 
sie griindlich zuerst trocken, dann bei Gegenwart von Wasser mit iiberschiissigem 
Magnesiumoxyd, worauf man lingere Zeit griindlich kocht. Hierauf wird die 
tiefdunkelrote Lésung abgesaugt. 


10) N. S. Poluektoff, Kalic USSR. 2, Nr. 10, 44 (1933); C. 1934, I, 2949. 


Uber das Vorkommen von Cholin und Betain in der Thymusdriise 
und die Beziehung der beiden Basen zueinander 
Von 
D. Ackermann und W. Wasmuth 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Wiirzburg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Juni 1944) 


Noch vor nicht allzu langer Zeit war man der Meinung, dab das 
Glykokollbetain, dessen weitverbreitetes Vorkommen in der Pflanzen- 
welt und bei den Avertebraten bekannt war, im Siugetierorganismus 
scheinbar nicht gebildet werden kénne’). Geringe Mengen waren aller- 
dings in Rindernieren?) gefunden, doch bestand hier die Méglichkeit, 
daB es sich um mit der Kost aufgenommenes Betain handelte, das sich 
auf dem Wege zur Ausscheidung durch den Harn befand. Bei Hund, 
Katze und Kaninchen wird naimlich ein Teil des per os aufgenommenen 
Betains im Harn wieder ausgeschieden. Kiihe sollen allerdings mit der 
Melasse aufgenommenes Betain nicht wieder ausscheiden*). Daneben 
stand noch der Befund des Vorkommens von Betain im menschlichen 
Fruchtwasser‘) vereinzelt da. Neuerdings ist es uns nun gelungen, das 
Glykokollbetain beim Saugetier noch-in weiteren Organen nachzuweisen 
und analytisch zu identifizieren, nimlich in der Leber des Schweines 
und des Rindes5), sowie in der Lunge des Rindes*). Wiaihrend im Falle 
der Leber auch noch an eine Einschleppung mit der Nahrung gedacht 
werden konnte, kam eine solche Méglichkeit fiir die Lunge so gut wie 


1) Vgl. F. A. Hoppe-Seyler, Handbuch der Biochemie. Erg.-Werk 1, 
180 (1933). 

2) K. Bebeschin, H. 72, 380 (1911). 

3) K. Anderlik, A. Velich, V. Stanek, Z. f. Zuckerindustrie Béhmen 27, 
161 (1902); K. Anderlik ebenda 28, 404 (1903). 

4) O. Fléssner u. F. Kirstein, Z. Biol. 84, 510 (1926). 

5) D. Ackermann u. H. G. Fuchs, H. 257, 151 (1939). 

6) D. Ackermann u. H. G. Fuchs, H. 257, 153 (1939). 
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auBer Betracht. Im folgenden berichten wir iiber das Vorkommen des 
Glykokolibetains in der Thymusdriise,.auch hier wieder in Begleitung 
des ja schon lingst als fast ubiquitiirer Extraktivstoff auch im Siiuge- 
tierkérper anerkannten Cholins. 

Was die Entstehung des Glykokollbetains angeht, so sind ver- 
schiedene Méglichkeiten erértert. Einmal kommt die erschépfende 
Methylierung des Glykokolls in Betracht, ein Vorgang, der insofern 
viel fiir sich hat, als auch von anderen Aminosiuren bzw. deren Abbau- 
produkten das biologische Vorkommen ihrer Betaine festgestellt wurde 
(Stachydrin, y-Butyrobetain, Crotonbetain, Carnitin, Betonicin, Hyp- 
aphorin, Hercynin, Ergothionein) und man hat deshalb ja schon lange 
eine biologische Methylierung von Aminosiéuren’) als Entstehungs- 
ursache fiir die Betaine angenommen. DaB eine solche bei der Bildung 
des Glykokollbetains im Spiele ist, findet noch eine besondere Stiitze 
in dem zum Teil geradezu massenhaften Vorkommen dieses Betains 
bei niederen Tieren, dessen Muttersubstanz, das Glykokoll, im Zellleben, 
wie die verschiedenen Glykokollpaarungen erweisen, weit verschwen- 
derischer als andere Aminosiuren gebildet wird. Findet man doch 
gerade auch bei manchen niederen Tieren®) einen erstaunlichen Uberflu8 
an Glykokoll unter den stickstoffhaltigen Endprodukten angesammelt. 

Ein andere Méglichkeit®) ist seinerzeit gelegentlich der Auffindung 
des Crotonbetains erértert worden. Es kénnte nimlich das als Zell- 
bestandteil bekannte y-Butyrobetain iiber Crotonbetain in das gleich- 
falls bekannte Carnitin und von da iiber $-Keto-y-butyrobetain in 
Glykokollbetain iibergehen. 


Wihrend nun fiir diese beiden Annahmen biindige Beweise nicht: 


erbracht werden konnten, hat man‘fiir die dritte Auffassung iiber- 
zeugende Versuche ins Feld fiihren kénnen. Es ist dies die Zuriick- 
fiihrung des Betains auf das Cholin als Muttersubstanz, aus der es iiber 
Betainaldehyd durch Oxydation im Zellstoffwechsel entstehen soll. 
Nicht allein, daB man den fiir eine solche Oxydation nétigen Sauerstoff- 
verbrauch wirklich feststellen konnte, wenn Acetylcholin zu Leber- 
extrakten®) oder Cholin in die Suspensionsfliissigkeit von Rattenleber- 
schnitten'!) gefiigt wurde, es gelang auch die Isolierung des erwarteten 
Zwischenproduktes Betainaldehyd mit anschlieBender Analyse seines 
Reineckates und Chloraurates!?). Diese wichtigen Befunde erhielten eine 
wertvolle Bestatigung durch Fiitterungsversuche mit Cholin am Hunde’). 
Verabreichung von 45,5 g bzw. 55 g Cholinchlorid innerhalb 12 bzw. 


7) R. Engeland, Ber. chem. Ges. 42, 2962 (1909). 

8) Vgl. F. Kutscher u. D. Ackermann, Annual Review of Biochemistry 4, 
453 (1939). 

%) W. Linneweh, Verh. Phys. med. Ges. Wiirzburg1925, 14, H. 181, 42 (1929). 

10) F. u. M. Bernheim, Amer. J. Physiol. 104, 438 (1933). 

11) QO. A. Trowell, J. Physiol. 85, 356 (1935); F. Bernheim u. D. Web- 
ster, J. of Biol. Chem. 119, XI, Proc. (1937). 

12) P. J. G. Mann u. J. H. Quastel, Biochem. J. 31, 869 (1937). 

13) H. Miller, H. 263, 243 (1940). 








SSei&ke et or Qa as” on &. 2 het ie a a om 








Bd. 281 (1944) | Uber das Vorkommen von Cholin und Betain usw. 201 


7 Tagen fiihrte bei Hunden neben geringen Mengen an Trimethylamin 
und unveraindertem Cholin zur Abscheidung von 0,964 bzw. 0,851 g 
Betainchlorid. Nach Eingabe von 850 g Lecithin erschien im Harn 
2,283 g Betainchlorid. Die Identifizierungen erfolgten als Chloraurate. 

Angesichts der Wichtigkeit dieser letzten Beobachtung haben wir 
die, Fiitterungsversuche einer Nachpriifung unterzogen und sie voll 
bestiatigen kénnen. Wir gewannen naeh Verabreichung von 56 g Cholin- 
chlorid an einen Hund 0,99 g Cholin = 1,145 g Cholinchlorid aus dem 
Harn zuriick und ferner 4,47 g Betain = 8,49g Betainchlorid. Die 
Identifizierung des Betains erfolgte als Chlorid und Chloraurat. — Die 
wesentlich héhere Ausbeute bei unserem Versuch erkliren wir uns aus 
der Vorreinigung mit Phosphorwolframsiure und Silberbehandlung, 
sowie aus der Anwendung des in der vorhergehenden Arbeit geschil- 
derten Aurantia-Fallungsverfahrens. 

Analog der biologischen Oxydation des Cholins iiber Betainalde- 
hyd zu Glykokollbetain liegt auch ein entsprechender Ubergang des 
Colamins in Glykokoll im Bereiche der Méglichkeit. Wir haben, um 
dies zu priifen, auch einen Fiitterungsversuch mit 80 g Colaminchlorid 
bei einem 25 kg schweren Hunde vorgenommen, aber trotz aller darauf 
verwandter Miithe weder Glykokoll noch unverindertes Colamin im 
Harn ermitteln kénnen. Es steht dies in Ubereinstimmung mit der 
Feststellung, daB das Colamin in der iiberlebenden Leber‘) nach zwei- 
stiindiger Perfusion nicht mehr nachzuweisen ist. Es handelt sich hier 
moglicherweise um eine oxydative Desaminierung, entsprechend der 
Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd auf Colamin, die zu, Acetal- 
dehyd und Glykolaldehyd*) fiihrt. Auch Betain vermiBten wir nach 
Colaminverfiitterung im Harn, sodaB also dessen Vorstufe, das Cholin, 
jedenfalls in besonders groBen Mengen nicht gebildet sein konnte. 


Versuche 
I. Thymusextrakt 

Der in der Hitze bei essigsaurer Reaktion gewonnene Extrakt von 26,4 kg 
Kalbsthymus wird nach einer in bekannter Weise erfolgten Vorreinigung mit 
Gerbsaure bei schwefelsaurer Reaktion mit Phosphorwolframsaure vollstandig 
ausgefallt. Die aus dem Niederschlag mit Baryt frei gemachten Basen werden bei 
schwach schwefelsaurer Reaktion im Vakuum stark eingeengt und mit Methanol 
versetzt. Auf diese Weise kommen 72 g Kaliumsulfat zur Abscheidung. Nach Ab- 
dunsten des Methanols erfolgt Beseitigung des Ammoniaks im Vakuum bei Gegen- 
wart von wenig iiberschiissigem Baryt. Jetzt sind noch 3,4 g Stickstoff in Lésung. 
Es folgt in bekannter Weise eine Purinbasen-, Silber-, Baryt- und Lysinfraktion. 
Die erstere untersuchten wir nicht, identifizierten aber in der zweiten Histidin 
durch Quecksilbersulfatfallung, Pikrolonsdurefallung, Diazoprobe und Analyse des 
Monoflavianates, von dem 93mg erhalten wurden (C,H,O,N, - C,)H,O,N,S. 
Ber. N 14,93. Gef. 14,91) und ferner Arginin. Von diesem wurden 0,61 g gleich- 
falls als Flavianat gewonnen (C,H,,0,N, - C,,)H,O,N.S. Ber. N 17,22.:Gef. 17,20). 
Die Sakaguchi-Probe war intensiv positiv. 


14) M. Guggenheim u. W. Léffler, Biochem. Z. 74, 208 (1916). 
15) C. Neuberg u. B. Rewald, Biochem. Z. 67, 127 (1914); K. Suto, 
Biochem, Z. 71, 169 (1915). 
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Unser Hauptaugenmerk richteten wir auf die Lysinfraktion und bedienten 
uns bei deren Aufarbeitung der in der voraufgehenden Arbeit beschriebenen Me- 
thode der Fallung durch Magnesiumaurantiat. Mit deren Hilfe erhielten wir eine 
auBerst schwer lésliche Fraktion des scharlachroten Cholinsalzes und eine wesent- 
lich leichter lésliche dunkelweinrote, welche Glykokollbetain enthielt. Nach Zer- 
setzung der Aurantiate und Uberfiihrung der Basen in ihre Chloride wurde das 
Cholinchlorid durch seine Léslichkeit in Alkohol und Gewinnung des charakteristi- 
schen feinpulvrigen Chloraurates identifiziert (C;H,ONAuCl. Ber. Au 44,50, 
N 3,17. Get. 44,63, N 3,58). Das Betain kam zur Analyse als Chlorid (C;H,,0,N 
- HCl. ser. N 9,12, Cl 23,08. Gef. N 8,95, Cl 22,70. Schmelzp: 283—34°) und 
als Chloraurat (C;H,,O,N - HAuCl,. Ber. Au 43,14. Gef. 42,95). Auch das charak- 
teristische Pikrat war zu gewinnen. In der ‘Mutterlauge des Betainaurantiates 
fanden sich weitere Mengen Betain, die als Chlorid mit Athanol von Resten Krea- 
tinin abgetrennt wurden. Insgesamt betrug die Ausbeute an freiem Cholin 1,03 ¢ 
und an freiem Betain 2,36 g. 


If. Cholinverfiitterung 

Ein Hund von 14,1 kg Gewicht erhielt innerhalb von 7 Tagen 56 g Cholin- 
chlorid in Dosen von 2 g unter das Futter gemischt. Der Harn dieser Zeit und der 
beiden folgenden Tage wurde unter Hinhaltung schwefelsaurer Reaktion gesammelt 
und betrug 2860 ccm. Ohne vorherige Einengung wurde nach Abfiltrieren durch 
Kieselgur bei schwefelsaurer Reaktion mit Phosphorwolframsaure vollstandig aus- 
gefaillt. Nachdem die aus der Fallung gewonnenen Basen durch Hinengung der 
Lésung im Vakuum vom Ammoniak befreit waren, schloB sich bei salpetersaurer 
Reaktion eine Purinbasen- und Silber-Barytfaillung an, welch letztere einen Teil 
des Kreatinins aufnehmen sollte. Die nun durch erneute Phosphorwolframsaure- 
fallung unter Auswaschung der Salpetersiure gewonnene Lysinfraktion wurde als 
alkalisch reagierende Lésung der freien Basen auf ein Volumen von 100 ccm ge- 
bracht und mit Magnesiumaurantiat ausgefallt. Dieser Niederschlag lieB sich durch 
Umkristallisieren aus viel kochendem Wasser in einen bei Zimmertemperatur sehr 
schwer léslichen Teil scharlachroter feiner Nadeln von Cholinaurantiat und das 
weinrote, viel leichter lésliche Betainaurantiat trennen. 

Zur Identifizierung des Cholins wurde das Chloraurat hergestellt, das sich 
als typisches feines Kristallpulver erwies (C;H,,ON AuCl, Ber. Au 44,50. Gef. 
44,27), wihrend vom Betain auBer dem Goldsalz auch das Pikrat und Chlorid 
gewonnen wurde. Das Chloraurat erschien in typischen, glitzernden Kristallflittern 
(C;H,,ON HAuCl,. Ber. Au 43,14. Gef. 43,08). Das Pikrat zeigte die charakteristi- 
sche hellgelbe Farbe (C5H,,0,N - C,H,0,N,.-C H,O N Ber. N 16,16. Gef. 16,70. 
Schmelzp. 182°). Chlorid, léslich in ‘Methanol, unléslich in Athanol (C;H,,0.N. 
HC.1 Ber. N 9,12. Gef. 9,44). 

Nach Einengen des Filtrates der Aurantiatfallung im Vakuum schied sich 
erneut Betainaurantiat ab und auch aus dessen Mutterlauge lieB sich nach Be- 
seitigung des Fallungsmittels mit Salzsiure und etwas Tierkohle noch eine betracht- 
liche Menge Betainchlorid gewinnen. Insgesamt waren die Ausbeuten der beiden 
K6rper als @hloride berechnet fiir Cholin 1,145 g, was 2,04°) der verfiitterten 
Cholinmenge ausmacht und 8,49 g Betain als Chlorid, entsprechend 13,77%, des 
verabreichten Cholins. 

Das immer hiufiger in den Organen des Siugetiers zu 
beobachtende Glykokokollbetain zeigt sich also als nicht 

®von auBen eingefiihrt, sondern als k6érpereigener Stoff. 
An der wenigstens teilweisen Entstehung von Glykokoll- 
betain aus Cholin ist nicht zu zweifeln. 

Die Untersuchung wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft durchgefihrt. 
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Uber organisch gebundenes Silicium im Tierkérper 



































Von 
P. Ohimeyer und U. Olpp 
Mit 1 Figur im Text 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juni 1944) 





Es ist seit langem bekannt, daB im normalen Tierkérper, insbe- 
sondere in Bindegewebe; Glaskérper, Haar und Federn Silicium vor- 
kommt. DaB es sich dabei auch um organisch gebundenes Silicium 
handeln kann, ging erstmals aus einer Untersuchung von Drechsel') 
und Winogradow aus dem Jahre 1897 hervor, der zufolge aus Giinse- 
federn ein Ester der Orthokieselsiure extrahierbar ist. 1942 teilte dann 
L. Holzapfel?) mit, daB Silicitumverbindungen aus Federn, sowie syn- 
thetische Kieselsiureester und siliciumhaltige Substanzen, die sie aus der 
silikotischen Lunge mittels Alkohol-Ather-Extraktion gewinnen konnte, 
nach ihrem Debye-Scherrer-Diagramm analoge Struktur besitzen. 

Nach den Angaben der genannten Autoren liegt das Silicium in 
diesen Verbindungen als Ortho- oder Polykieselsiure vor, als alkohol- 
lésliche Komponente sind Cholesterin oder Verwandte von ihm anzu- 
sehen. Daher kann es zum Aufbau hochmolekularer Stoffe kommen, 
die mit netzartiger Struktur zur Verfestigung des Gewebes dienen. 

In dieser Arbeit haben wir nach Ansatzpunkten fiir die Erforschung 
des Stoffwechsels organischer Siliciumverbindungen gesucht; wir habeu 
Blut und Harn gepriift und in der normalen Lunge nach der Entnahme 
aus dem Kérper Anderungen im Gehalt an Kieselsiureestern festgestellt. 

Fiir das Vorhandensein dieser Substanzen dient uns die Léslich- 
keit in reinem Alkohol-Ather als Kriterium. Ihre Darstellung beschreiben 
wir im 1. Abschnitt. 


I. Gewinnung der Ausziige von Kieselsiureestern 


a) Blut. 100cem frisches Kalberblut wurden mit 400 ccm 0,07 m-Oxalsaure- 
lésung, 250 ccm Athanol und 1250 ccm Athylather 3 Stunden geschiittelt. Nach 
Abtrennung der organischen Phase im Scheidetrichter wurde die Behandlung der 
waBrigen mit Alkohol-Ather wiederholt, Die vereinigten Extrakte hinterlieBen 
bei der Vakuumdestillation einen Riickstand (I), der in 100 com Alkohol-Ather 
(1:1) zum gréBten Teil léslich war. Die Lésung wurde filtriert, das Lésungsmittel 
zum aliquoten Teil abgedampft und der Riickstand (II) verascht. : 

ai eae. 200 com Harn wurden mit 75 ccm Alkohol und 225 ccm Ather, wie 
unter a) beschrieben, aufgearbeitet. 


1) Drechsel, Zbl. Physiol. 11, 361 (1897). 
2) Naturw. 80, 185 (1942); Kolloid-Z. 100, 380 (1942); Ztschr. Ver. D. In- 
genieure 87, 606 (1943). 
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c) Lunge. Das Organ war frisch oder, wie unten ausgefiihrt, vorbehandelt. 
Das Gewebe wurde durch die Latapie-Miihle getrieben oder mit der Schere zer- 
schnitten und mit 200 ccm Alkohol-Ather 1:1 auf 40 g Substanz 1 Stunde ge- 
schiittelt. Es lag noch 24 Stunden in der Fliissigkeit, dann wurde diese abgetrennt 
und abgedampft. Der Riickstand I wurde entweder verascht oder zur weiteren 
Reinigung nochmals ausgezogen. e 

Nachdem das Gewebe mit Alkohol-Ather gewaschen war, haben wir es in 
einigen Fallen anschlieBend noch mit reinem Alkohol behandelt, doch sahen wir 
in diesem Verfahren keinen Vorteil fiir die Ausbeute. 

d) Pankreas wurde wie die Lunge behandelt. 

Nach ausfihrlichen Versuchen sind wir sicher, da8 das organisch gebundene 
Silicium aus dem Riickstand I innerhalb der Fehlergrenze im Riickstand IT wieder- 
gefunden wird. Ferner haben wir uns davon iiberzeugt, daB weder anorganisches 
Silikat noch kolloides Siliciumdioxyd in stérender Menge von unseren organischen 
Lésungsmitteln aufgenommen wurden. 


II. Analytische Methoden 


Wir bestimmen Silicium kolorimetrisch als Silicomolybdanblau. 

In zahireiciien Versuchen haben wir das giinstigste Mischungsverhiltnis der 
Reagentien ausprobiert und gefunden, daB die Konzentrationen, die King und 
Stantial*) angeben, die besten Resultate liefern. Die amerikanischen Autoren 
beniitzen Gerate aus alkalifreiem Werkstoff. Wir vermeiden den Glasfehler, indem 
wir alkalisch in Platin und sauer in Glas arbeiten. : 

Die zu untersuchende Substanz, die 20—120 y SiO, enthalten soll, wird in 
der Platinschale verascht. Geniigt trockene Veraschung nicht, so wird dreimal 
Wasserstoffperoxyd oder ein Gemisch von konz. Salpetersiure und Wasserstoff- - 
peroxyd (1: 2) zugegeben. Nach vollstandigem Trocknen wird einmal mit 1—2 ccm 
und zweimal mit 0,5 cem konz. Salzsiure abgeraucht und dann bei 110° wieder ge- 
trocknet. Darauf wird die Asche mit 10 ccm n-Salzsaure hei8 aufgenommen und in 
ein Spitzglas iibergespiilt. Wir zentrifugieren 5 Minuten und saugen den Uberstand 
mittels einer am Ende hochgebogenen Kapillare méglichst vollstandig ab. Der 
Niederschlag wird dreimal mit je 10 ccm n/10-Salzsiure, mit denen zuvor die 
Platinschale ausgespiilt war, auf der Zentrifuge gewaschen. Geben 5 ccm des 
sauren Uberstandes mit den Reagentien fiir die Si-Bestimmung eine Farbung, so 
ist er noch nicht frei von Phosphorsaiure, und das Waschen wird fortgesetzt. 

Der gewaschene Niederschlag wird mit Wasser in die Platinschale zuriick- 
gespult, durch Zusatz von 1 ccm n-KOH auf dem Wasserbad gelést, fast bis zur 
Trockne eingedampft und in warmem Wasser aufgenommen. Nach dem Ab- 
kihlen wird die Lésung mit n-H,SO, gegen Phenolphthalein neutralisiert und mit. 
den Reagentien und Wasser in einem MeBkélbchen auf 25 ccm aufgefiillt. 


Die Reagentien sind: 

1. 2cem Ammoniummolybdat (5% Lésung in n-Schwefelsiure), 

2. 0,5 ccm Eikonogen (0,5 g 1,2,4-Aminonaphtholsulfosiure, 30,0 g Na,S,0,, 
5,0 g Na,S,O, mit Wasser auf 250 ccm). 


Nach 5 Min. Stehen bei Zimmertemperatur wird kolorimetriert. Die Farbe 
vertieft sich langsam. Deswegen ziehen wir das Dubosque-Kolorimeter dem licht- 
elektrischen Instrument vor. 

In jedem Versuch werden mehrere Kontrollen mit abgestuften Mengen Si 
gebraucht. Fiir diese wird Standardsilikatlésung durch mehrmaliges Behandeln 
von Na,Si,O,- 2 H,O mit n-KOH auf dem Wasserbad und Auffiillen mit Wasser 
bereitet. Die klare Losung, die 40 y SiO, in 1 ccm enthalt, wird in einer paraffinier- 
ten Flasche aufbewahrt. Vor der Farbentwicklung neutralisieren wir auch diese 
Lésung nach oy, einer Menge Kalilauge, die den Proben entspricht, mit n-Schwe- 
felsiure gegen Phenolphthalein. 


4) J. King u. H. Stantial, Biochem. J. 27, 990 (1933). 
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Die Reagentien diirfen im kolorimetrischen Ansatz bei einstiindigem Stehen 
keine meBbare Farbe entwickeln. 

Bei der Bestimmung des gesamten Siliciums im Harn haben wir 
sowohl nach der Vorschrift von Br. Kindt*) mit Salpetersdure verascht und nach 
Behandeln mit Salzsiure wie oben beschrieben kolorimetriert als auch nach der 
Methode von King iit alkalischer Phosphatfaillung gearbeitet. 

Aus einer mit Standardsilikat ausgefiihrten Versuchsreihe haben wir die fol- 
gende Eichkurve gewonnen: 


¥5'02 | rotorimetrische Eichkurve far die 
L Siliciumbestimmung 








ee nn nat Oe en 
¥ 60 80 100 120 HO 160 180 200 » Si 02 
Loo 


Figur 1. Kolorimetrische Eichkurve fiir die Siliciumbestimmung. 
Ordinaten: y SiO,, kolorimetrisch abgelesen. Abszissen: y SiO,, vorhanden 


Die Gleichung der Kurve lautet (in Ubereinstimmung mit King) 
z= 1,06 y—7. 


III. Analytische Ergebnisse 


Tabelle I 


Organisch gebundenes Silicium in Blut, Harn, Lunge und Pankreas 
(frisches Material) 


Mittlerer Si-Gehalt in mg% SiO. 
bezogen auf frisches Material ‘ —_—... 
Proben 





Material 





gesamt 





je 











Man entnimmt der Tab. 1, da8 die untersuchten Organe sich im 
Gehalt an léslichen Kieselséiureestern nicht sehr unterscheiden. In den 


4) Z. physiol. Ch. 174, 29 (1928). 
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Harn wird vergleichsweise wenig abgegeben; sein Gehalt an Gesamt- 
silicium iibertrifft, wie wir in ausreichender Ubereinstimmung mit 
King*) (0,70—2,2 mg%) finden, den Gehalt an organischer Substanz 
etwa um das fiinfzigfache. In der Lunge dagegen ist eine greifbare Menge 
des Siliciums organisch gebunden. Rechnen wir unseren Befund von 
0,61 mg% fiir die frische Kialberlunge auf Trockensubstanz um, so 
kénnen wir die Zahl mit der Angabe Kings*) iiber den Gehalt der 
Kialberlunge an Gesamtsilicium vergleichen und finden, daB 2,4 von 
4,5, d.i. 53% Silicium als alkoholléslicher Ester vorliegen. 

Das Pankreas haben wir untersucht, weil einige Autoren, z. B. 
Kunkel®), diese Driise als Speicherorgan fiir Silicium angesprochen 
haben. 

Nun wissen wir aus den Arbeiten von L. Holzapfel’), daB die Lés- 
lichkeit auf. Kieselsiiureester niederer MolekilgréBe beschrankt ist. 
Hochpolymere besitzen diese Eigenschaft in geringerem Grade. Ein 
héherer Anteil an gebundenem Silicium in der Lunge ist also méglich, 
ja, er ist sehr wahrscheinlich, wie wir im folgenden zeigen. 


IV. Zeitliche Anderung des ‘Gehalts der Lunge an extrahierbaren 
Kieselsiureestern 


Ein Teil einer Kalberlunge wurde 62 Stunden bei 37° im verschlos- 
senen GefaiB aufbewahrt: das extrahierte Silicium stieg von 0,46 auf 
0,75 mg% SiO,. 

Proben von verschiedenen Rinderlungen haben wir noch langer 
bebriitet. Auch bei ihnen wuchs der extrahierbare Anteil in den ersten 
drei Tagen erheblich an, um in der folgenden Zeit wieder abzusinken. 
In Tab. II teilen wir ein Beispiel dieser Versuche mit; es handelt sich 
um zwei Proben derselben Rinderlunge. 


Tabelle II 


Anderung des Si-Gehaltes der Lungenausziige 
mit der Bebriitungsdauer. Angabeninmg %SiO, 





Zeit in Tagen 
0,5 3 6 





Proben 





, 0,39 0,51 0,90 0,32 
a 0,34 0,51 1,24 0,59 

















Im Brutschrank wird das Lungengewebe natiirlich autolytisch 
verindert. In Gegenwart von Toluol zeigte die Analyse im wesentlichen 
dasselbe Bild. Auch scheint es gleichgiiliig, ob sich das Gewebe unter 
Luft oder unter Stickstoff befindet. 


5) J. King, H. Stantial u. W. Dolan, Biochem. J. 27, 1002 (1933). 
6) Zit. bei Gonnermann, Z. physiol. Chem. 99, 262 (1917). 
7) Ztechr. Ver. Deutsch. Ing. 87, 606 (1943). 
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Man kénnte diese Erscheinungen als synthetische Leistung der 
iiberlebenden Lunge und anschlieBenden autolytischen Zerfall der 
Veresterungsprodukte auffassen. Aber diese Deutung ist bei der Kiirze 
der Reaktionszeit unwahrscheinlich. Dennoch haben wir dem Lungen- 
gewebe anorganisches Silicium in Form von Silikat und von Kieselsaure- 
sol, in Wasser und in Ringerlésung, durch einfaches Suspendieren und 
durch Vakuuminfiltration angeboten: es trat niemals eine sichtbare 
Veresterung ein. 

Wir glauben vielmehr, daf es sich um Depolymerisation bis zur 
Stufe der Léslichkeit handelt. Unter dieser Voraussetzung wiiren dann 
die wahren Werte fiir den Gehalt der Lunge an Kieselsiiureestern in 
der Niihe der 3 Tage-Werte zu suchen, wahrscheinlich noch hoher, weil 
auch schon vorher autolytischer Zerfall stattfand; und fiir den Fall der 
Kilberlunge zeigt die Rechnung, daB der Gehalt an Ester dem Gesamt- 
siliciumgehalt so gut wie gleichkommt. Nehmen wir niimlich an, dab 
der Anstieg des extrahierbaren Siliciums, den wir bei unserer Kiilber- 
lunge gefunden haben (0,46 auf 0,75 mg%), auch auf unseren Mittelwert 
(0,61) eh ag werden kann, so folgt fiir den 3 Tage-Wert 1,0 mg %/o. 
oder 4,0 mg% der Trockensubstanz. Dieser Betrag fiir organ. Silicium 
deckt sich fast mit Kings Angabe iiber das Gesamtsilicium der Kiilber- 
lunge. 
Anders liegen die Verhiiltnisse beim Rind. Hier ist, wohl infolge 
des Einatmens von Staub, der Gehalt der Lunge an Gesamtsilicium 


mit 20—100 mg% wesentlich héher als der an alkoholléslichem. Még- 
licherweise wird dieses fortlaufend aus jenem gebildet, resorbiert und 
ausgeschieden. 

Dem Direktor des Instituts fiir Therapieforschung der Tuberkulose, 


Frankfurt-Main, Herrn Dr. W. Pfaff sind wir fiir die Férderung dieser 
Arbeit zu Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 
1. Es wird eine Mikromethode zur Bestimmung von Silicium an- 


gegeben. 
2. Fiir Blut, Harn, Lunge und Pankreas wird der Gehalt an alko- 


holitherléslichen Siliciumverbindungen mitgeteilt. 
3. Die zeitliche Anderung der Konzentration dieser Verbindungen 


in der Lunge wird beschrieben. ; 
4. Es wird gezeigt, daB das Silicium in der Kilberlunge zum gré- 


-Beren Teil organisch gebunden vorliegt. 
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Bd. 281 (1944) 


Uber eine vereinfachte Methode zur Darstellung 
von phosphorfreien Cerebrosiden und iiber die als Spaltprodukte 
auftretenden Fettsduren 


18. Mitteilung iiber Cerebroside *) 
Von 
E. Klenk und F. Leupold 
(Aus dem Physio!ogisch-chemischen Institut der Universitét Kéln) 
(Der Schriftieitung zugegangen am 23. Juli 1944) 


Die systematische Untersuchung der Fettsiuren der Cerebroside 
stieB bisher insofern noch auf gewisse Schwierigkeiten, als es an einer 
brauchbaren Methode zur Darstellung von gréBeren Mengen phosphor- 
freier Cerebrosidgemische gefehlt hat. Das zur vollsténdigen Abtren- 
nung der Phosphatide notwendige oftmalige Umkristallisieren der 
Cerebrosidpraparate fiihrt gleichzeitig auch zu einer weitgehenden Mit- 
entfernung der leichter léslichen Cerebroside. Es hat sich nun heraus- 
gestellt, da die phosphorhaltigen Verunreinigungen der Cerebrosid- 
fraktionen leicht und bequem durch Adsorption an Aluminiumoxyd in 
Pyridinlésung zu entfernen sind. Man gewinnt auf diese Weise véllig 
phosphorfreie Cerebrosidgemische. Vor allem wird die Darstellung der 
die stirker ungesittigten Cerebroside enthaltenden Gemische dadurch 
wesentlich erleichtert. Die Methode ist aber auch von Vorteil fiir die 
Darstellung von reinem kristallisiertem Cerebron. 


Darstellung von Cerebron 


Als Ausgangsmaterial dienten 3,6g einer aus einem Menschen- 
gehirn durch Auskochen mit Aceton von den Gangliosiden befreiten 
Cerebrosidfraktion des Chloroform-Methylalkoholextrakts [siehe E. 
Klenk?)]. Die Neuraminsiurereaktion mit dem Bialschen Reagenz 
war negativ. 

100,0 (101,0) mg: 2,96 (3,25) com KMnO, [lcom KMnO, = 9,95 mg Cu. 
Nach H. Loening und H. Thierfelder®)]. — 2,185 mg: D = 6,2 (Leerwert 
D = 90), entsprechend 0,0197 mg P [P-Bestimmung nach Urbach‘)]. Gef.: 
Galaktose 15,5 (16,7)%; P 0,9%. 


1) 17, Mitteilung: E. Klenk u. E. Schumann, Diese Z. 272, 177 (1942). 

2) Diese Z. 268, 50 (1941). 

3) Diese Z. 77, 202 (1012). 

*) Biochem. Z. 289, 28, 182 (1931); 268, 457 (1934). Siehe E, Klenk, Diese 
2. 278, 78 (1942). 
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Die Substanz wurde in 130 ccm Pyridin gelést und durch eine mit 
18 g Aluminiumoxyd (standardisiert nach Brockmann) gefiillte Réhre 
(@ etwa 1,5 cm) filtriert. Das Filtrat wurde unter vermindertem Druck 
stark eingeengt und das Cerebrosid mit Aceton gefiillt. 2,2 g vdllig 
phosphorfreie Substanz [4,385mg: D = 89,0 (Leerwert: D = 89,1)]. 
Durch dreimaliges Umkristallisieren aus Chloroform-Methylalkohol 
(3:1 VT) ‘wurde daraus reines Cerebron (1,4 g) erhalten, das bei der 
Kristallisationsprobe nach Thierfelder véllig kristallisiert. Auch bei 
der Gipsplattenprobe nach Rosenheim erwies sich die Substanz als 
vollig einheitlich. 

Zur Analyse wurde die Substanz aus 90%igem Alkohol umkristalli- 
siert und im Hochvakuum iiber P,O,; bei 80° getrocknet. 


5,027 mg : 12,790 mg CO, und 5,040 mg H,0. 


CygHy3NO, ber.: C 69,59%, H 11,33%, 
gef.: 69,4 12: 


Darstellung einer phosphatidfreien Kerasinfraktion 


Als Kerasinfraktion wird hier ein Cerebrosidgemisch bezeichnet, 
das aus dem Chloroform-Methylextrakt gewonnen und in gleicher 
Weise wie oben vorbehandelt worden war, jedoch nur die in Aceton 
leichter léslichen Anteile enthielt. In diesem Gemisch sind neben dem 
Kerasin und Cerebron vor allem noch die leichter léslichen Cerebroside 
Nervon und Oxynervon stark angereichert. 

Zur Aufarbeitung kamen zwei Priiparate, die schon einige Jahre 
in einer gut verschlossenen Flasche aufbewahrt waren und wiahrend 
dieser Zeit einen leicht gelben Farbton angenommen hatten. Die Reini- 
gung fiihrte zur Entfernung dieses Farbstoffes. Die Substanz wurde in 
Portionen von je 50g in dem 14fachen Volumen Pyridin gelést. Ein 
nach dreitiigigem Stehen auftretender Niederschlag wurde abgesaugt 
und anschlieBend die Lésung durch eine mit 50 g Aluminiumoxyd be- 
schickte Réhre (@ etwa 2 cm) hindurchfiltriert. Die Abtrennung der 
erst nach mehrtigigem Stehen sich absetzenden stark phosphorhaltigen 
Verunreinigung empfiehlt sich, da andernfalls die Lésung schlecht fil- 
triert bzw. die Aluminiumoxydsiiule ‘sich verstopft. Da die aus einer 
kleinen Probe des Filtrats gewonnene Substanz noch eine Spur Phos- 
phor (0,03%) enthielt, wurde die Lésung nochmals durch eine Siiule von 
50 g frischen Aluminiumoxyd filtriert. Aus dem stark eingeengten 
Filtrat erhielt man durch Fillung mit Aceton eine véllig phosphorfreie 
Substanz (P bei Einwaagen von 5—6 mg nach der Methode nach Ur- 
bach nicht mehr nachweisbar). Sie wurde noch aus 90% igem Alkohol 
umkristallisiert. Aus 366g des Ausgangsmaterials (0,08—0,20% P) 
wurden so 254 g der phosphorfreien Kerasinfraktion erhalten. 

Zur Analyse wurde die Substanz bei 80° im Hochvakuum iiber 


P.O, getrocknet. 
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5,077 mg: 12,985 mg CO, und 5,060 mg H,O 
C,gH,,NO, ber.: C 69,59%  H 11,33% 
CygHy,NO, 69,76, 11,11% 

a2ttey-\ Us 69,31%, 
C,,H,,NO, 70,95 %, 
J 71,13%, 


asHy,NO, 
gef.: 69,8% 


Da weit iiber die Hilfte des Cerebrosidgemischs auf Grund des 
Spaltungsergebnisses aus Cerebron C,,H,,NO, und Oxynervon C,,H,,NO, 
besteht, stimmen die gefundenen Werte mit den berechneten befriedi- 
gend iiberein. 


Die Fettsiuren der Nervonsiurefraktion 

Nachdem vor kurzem?) in der Nervonsiiurefraktion aus noch nicht 
vollig phosphorfreien Cerebrosidgemischen das Vorhandensein von 
etwa 20% Stearinsiiure und kleiner Mengen Palmitinsiure (3%) fest- 
gestellt wurde, war noch zu priifen, ob diese niedrigermolekularen Fett- 
siiuren ausschlieBlich aus den phosphorhaltigen Verunreinigungen oder 
ob sie teilweise nicht auch aus den Cerebrosiden selbst stammen. Wir 
haben deshalb aus der vorliegenden, véllig phosphorfreien Kerasin- 
fraktion nach dem iiblichen Verfahren die Nervonsaurefraktion dar- 
gestellt. 


Bei der Aufarbeitung der in theoretischer Ausbeute anfallenden Fettsaure- 
methylester ergab sich ein auf ungeklarte Weise entstandener betrachtlicher Sub- 
stanzverlust. 

I. Aus 230g Cerebrosid: 64g gesittigte und 57g ungesiattigte Fettsaure- 
methylester. Menge der Oxynervonsaurefraktion 19g, Menge der Nervonsaure- 
fraktion 8 g. — II. Aus 30g Cerebrosid: 7,7 g gesittigte und 5,5 g ungesattigte 
Fettsiuremethylester. Menge der Oxynervonsaurefraktion 2,48 g. Menge der Ner- 
vonsaurefraktion 1,54 g. 

8,6 g Methylester dieser Nervonsiurefraktion wurden nun in dem 
Apparat von Schuwirth mit folgendem Ergebnis fraktioniert destil- 


liert: 





Freie [hydrierte*) ] Saure 





Methylester z 
aus Aceton umkrist. 





Schmp. | Aquiv.- | Schmp.| Aquiv.- | Schmp. | Aquiv.- 
°C Gew. °C Gew. °C Gew. ber. 








56—56,5 | 271/272 C,,Hs50 
63 295 69,5 | 284,3 


75 348 el 
8 }s70—-371 84,5 bis | 368.4 


78—78,5 368 
78,5 374/375 371/371 


84,9 





79,5 386 383/382 CygH 0 
57,9/58,1 | 78—79 | 404/405 83,5 87,8-88 ° | 396,4 
*) Die freien Séuren von Fraktion 1 und 2 sind nicht hydriert, die von Frak- 

tion 3—9 sind hydriert. 
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Die Zusammenstellung zeigt, daB neben der Nervonsiure und der, 
bereits als Baustein der Cerebroside erkannten, n-Hexacosensiiure 
zweifellos auch noch niedrigermolekulare Fettsiuren vorkommen. So 
ist die Fraktion 1 offensichtlich ein Gemisch von Palmitin- und Stearin- 
siure. Auch die Fraktion 2 diirfte noch zum Hauptteil aus Stearinsiure 
bestehen. Dagegen spricht alles dafiir, daB Fraktion 3 der Hauptsache 
nach bereits aus Nervonsiure besteht. Es ist aber nicht auszuschlieBen, 
da8 in den Fraktionen 2 und 3 noch geringe Mengen C,, und C,... .Siuren 
vorhanden sind. 

Fiir die Nervonsiurefraktion ergibt sich demnach folgende Zu- 
sammensetzung: 

Menge der Methylester in g 








2 3 4 5 6 





C,,-(Palmitinsaure) 
i C,,-(Stearinsiure). . . 0,35 
Coo-Cog..Séuren. . . . 0,13 0,45 
C,,-(Nervonséure) . . . 0,53 4,57 
C,,-(n-Hexacosensaure) 0,90 | 0,34 | 1,24 



































Héhermol. Sauren ( ?). 0,14 | 0,14 


Die Menge der Cy) und C.,..Sauren wurde unter der willkirlichen Annahme 
errechnet, daB die beiden Sauren in den Fraktionen 2 und 3 in gleichen Mengen 
vorkommen. Der so erhaltene Wert von 6%, muB als Maximalwert aufgefaBt werden. 


Die vorliegenden Befunde lassen darauf schlieBen, daf im Gehirn 
noch einige weitere, bisher unbekannte Cerebroside (vor allem Stearyl- 
sphingosin-galaktosid und Palmityl-sphingosin-galaktosid) vorkommen. 
Es handelt sich aber nur um sehr geringe Mengen, denn die in der 
Nervonsiurefraktion (20—25% der Gesamtfettsiuren) nachgewiesene 
Stearinsiure macht nur etwa 2% und die Palmitinsiure nur etwa 0,5% 
der Gesamtfettsiuren aus. Um die Existenz dieser Cerebroside end- 
giiltig zu beweisen, wire es nétig, sie noch wesentlich stirker anzu- 
‘reichern. 

Die Untersuchung wurde durch Mittel des Reichsforschungsrats 
unterstiitzt. 





